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Nachtrag zu der vorausgehenden Mitteilung iiber ,,Ver- 
giftungserscheinungen an Amylasen“. 
Von 
Urban Olsson. 


Eine Methode zur Messung der Starke-Verflissigung. 


Mit 3 Figuren im Text. 
(Der Redaktion zugegangen am 4, November 1921.) 


Unter den anwendbaren Viscosititsmethoden habe ich, um 
bei meimen Vergiftungsversuchen meine Apparatur von Giften 
leicht und sicher reinigen zu kénnen, die von Ladenburg 
niher studierte Fallmethode ausgewihlt. Dabei habe ich eine 
Apparatur angewandt, mit der die Viscositaitsinderung einer 
Lésung sehr genau und in jeder Minute festgestellt werden kann. 
— 50 ccm rund 2°/,ige Kartoffelstirkelésung, die, um eine kon- 
stante Viscositit der Stirke zu erlangen, eine Stunde mit Riick- 
fluBkiihler gekocht worden ist, wurde in einen Reaktionskolben 
gegossen, in welchen man eine hohle Glaskugel von 6 mm Durch- 
messer einfihrt. Hierzu wird in gewohnlicher Weise eine Mischung 
von Acetatlisung (Py = 5,15), Enzym und Gift (oder Wasser) 
zugesetzt. Die so erhaltene Mischung wird alsbald in das 
Rohr D (von 3,5dm Lange und 1,7 cm innerem Durchmesser) 
gegossen, wonach in das Rohr der Gummistiépsel / schnellstens 
eingepreBt wird. Hierbei wird alle Luft durch das Glasrohr F 
entfernt, und danach wird der am Glasrohre befestigte Gummi- 
schlauch G mit einer Klemme H zugemacht. Unmittelbar darauf 
wird die Achse 8B, welche die Réhre D tragt, mit einem 
Griffe C umgedreht. Die Réhren werden durch Fenster des 
Thermostaten 4 betrachtet, und die Aufsteige-Zeit der ver- 
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schiedenen Glaskugeln mittels eines Chronographen mit zwei 
Zeigern festgestellt. Im Rohre D, (ohne Enzym) durchlauft 
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Fig. 2. 





Nachtrag. 3 


die Kugel die Lésung in fast konstant 48 Sekunden, im Rohre D, 
(mit Enzym) sinkt die Aufsteige-Zeit kontinuierlich sehr rasch, 
und die Lésung hat schon in einer Stunde die Viscositit 
des Wassers beinahe erreicht, welche einer Aufsteige-Zeit 
von 10 Sekunden entspricht. Im Rohre PD, (mit Enzym 
und Gift [Kupfersulfat]) sinkt die Aufsteige-Zeit viel lang- 
gamer. Die angewandte Enzymmenge ist sehr gering, und 
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die in der Zeit der Verfliissigung erhaltene Zuckermenge sehr 
unbedeutend, und erst nach 40 Stunden ist die maximale 
Zuckermenge gebildet. — Aus dieser Untersuchung geht hervor, 
da8 die Verfliissigung viel schneller verliuft als die Ver- 
zuckerung, und die Zweienzymtheorie der Malzamylase hat 
somit eine neue Stiitze erhalten. Es ist meine Hoffnung, 
vermittelst Vergiftungen die zwei Enzyme niher differenzieren 
za k6nnen. 























Vergleichende Untersuchungen iiber den Blutzuckergehalt 
des arteriellen und des venésen Gefaisystems. 


Von 


Karl Turban, 
Assistenten der Klinik. 





(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1921.) 





Uber den Blutzuckergehalt der verschiedenen GefaBgebiete 
sind verhaltnismaBig wenig Untersuchungen angestellt worden. 
Meines Wissens stammt von Chauveau!) die erste Angabe, 
daB der arterielle Blutzuckerspiegel bei Pferden und Hunden 
héher ist als der venédse. Zum gleichen Resultat kamen 
Chauveau und Kaufmann”), ferner vy. Mering*), Bleile*) 
Otto*), Lépine und Boulud‘), die beiden erstgenannten an 
kiinstlich diabetisch gemachten Hunden. Claude Bernard‘) 
bestiitigte diese Ergebnisse; er fand z. B. bei Hunden in der 
art. cruralis 0,117 bis 0,151 °/,, in der vena cruralis 0,073 bis 
0,099 °/, Zucker. Dagegen stellte Pavy®) in der Carotis und 
Jugularis gleichen Blutzuckergehalt fest, Abeles”) fast den 
gleichen im rechten Herzen, in der vena cava ascend. und in 





1) Chauveau, C. R. Bd. 43 (1856). 

*) Chauveau u. Kaufmann, C. R. Bd. 104, S. 1126, 1852, 1409, 
1763; Bd. 105, S. 296 (1887). 

*) v. Mering, Du Bois-Reymonds Archiv 1877. 

*) Zitiert nach Bang, Blutzucker, Wiesbaden, Bergmann, 1913. 

5) Claude Bernard, Lecons sur le Diabéte sueré p. 274. 

6) Pavy, On certain points connected with Diabetes. London 1878. 

") Abeles, Der physiol. Blutzuckergehalt, Wiener med. Jahr- 
buch 1875. 
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der vena portae. Auch Seegen?) fand in den verschiedenen 
GefaBgebieten anfangs keine besonderen Unterschiede, in anderen 
Untersuchungen bei ungeniigend anisthesierten Tieren im 
arteriellen Blut mehr Zucker als im venésen, nach elektrischer 
Reizung der Muskulatur allerdings umgekehrte Werte. Asher 
und Karnilew’) haben das arterielle und venése Blut der 
Speicheldriise untersucht und ebenfalls Differenzen festgestellt. 
Bang?) kritisierte diese verschiedenen Ergebnisse und ihre 
Methodik und kommt mit vollem Recht zu dem Resultat, daf 
die Frage durch die bisherigen einander widersprechenden 
und oft methodisch nicht einwandfreien Untersuchungen noch 
keineswegs entschieden ist. 

In letzter Zeit hat dann noch Nonnenbruch’*) zwecks 
Nachprifung der von Bernstein und Falta angenommenen 
,inneren Hyperglykimie im hepato-pulmonalen Kreislauf“ 
gleichzeitig beim Kaninchen das Blut aus der Ohrvene und 
dem rechten Herzen untersucht. Er hat hier sehr geringe 
Differenzen gefunden. Die maximalste Differenz betrug nur 
0,0285°/, und dies nur, wenn die absoluten Blutzuckerwerte 
hoch waren (0,2°/,). Da diese Arbeit jedoch nur das venése 
GefaBsystem betrifft, hat sie fiir uns kein unmittelbares Interesse. 

Durch die Bangsche Mikromethode sind wir in die Lage 
versetzt, uns nicht mehr mit einer einmaligen Blutentnahme 
begniigen zu miissen, sondern haben hier die Méglichkeit, fiir 
beide GefaiSbezirke in kleinen Abstanden durch hiaufige ganz 
kleine gleichzeitige Blutentnahmen Blutzuckerkurven anzulegen. 

In dieser Mitteilung wurde am Tier durch gleichzeitige 
Bestimmungen im arteriellen und venédsen Blut derselben 
Extremitét der Einflu8 des Hungerns und der Fiitterung von 
Traubenzuckerlésung und der Darreichung der iiblichen Stall- 
nahrung untersucht. Die Versuche, die ich auf Anregung von 
Professor Dr. Grafe im Jahre 1920 anstellte, wurden an 
mittelschweren Hunden gemacht. 





) Seegen, Pfliigers Arch. Bd. 34, S. 388 (1884); Zbl. f. Physiol. 
Bd. 7, 8. 368 (1898). 

*) Zitiert nach Bang. 

5) Nonnenbruch, Schmiedebergs Archiv Bd. 86, S. 251 (1920). 
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Die art. femoralis wurde méglichst rasch und schonend mit einem 
sehr scharfen Messer freigelegt und dann durch Punktion gleichzeitig 
oder rasch hintereinander Blut aus der Arterie und einer Vene der 
gleichen Extremitit entnommen. Es wurden nur ruhige Tiere verwandt; 
eine Narkose oder Fesselung der Hunde war nicht nétig und es wurde 
besonders darauf geachtet, jede psychische Aufregung zu vermeiden. 
Sehr rasch gewéhnten sich die Tiere an die Blutentnahmen. Zeigten 
die ersten Werte trotzdem eine psychogene Hyperglykiimic, so wurden 
sie nicht in Rechnung gestellt. 

Die Blutzuckerbestimmungen erfolgten nach Bangs Mikromethode, 
wie diese in seinen Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestand- 
teile beschrieben ist. Von den Vorteilen seiner neueren Methoden ') konnten 
wir uns nicht unbedingt iiberzeugen. Es wurden jeweils Doppelbestim- 
mungen gemacht, von denen der Mittelwert genommen wurde. Ditle- 
rierten die Resultate der Doppelbestimmungen um mehr als 0,01, so 
wurden weitere Analysen gemacht. 


Die Versuche zerfallen in Hunger- und Fiitterungsver- 
suche und sind in zwei Tabellen zusammengestellt. Dort sind 
auch die naheren Versuchsbedingungen erliutert; von einer 
ausfiihrlicheren Besprechung der einzelnen Stabe kann wohl 
Abstand genommenen werden. Auf eine Darstellung in Kurven- 
iorm, die natiirlich viel anschaulicher gewesen wire, muBte 
der Kosten wegen leider verzichtet werden. 

Es empfiehlt sich, zuerst die Ergebnisse der Fiitterungs- 
versuche zu besprechen. In Versuch: Nr. 1 wurde die erste 
Blutentnahme nach drei Hungertagen gemacht. Auffallender- 
weise war hier der Wert im vendsen Blut hodher als im 
arteriellen. Nach der Fiitterung (mit 150 g Traubenzucker 
in 450 com Wasser durch die Schlundsonde) trat sofort eine 
Umkehr ein, der arterielle Spiegel wurde héher, stieg sehr 
plétzlich und viel rascher an als der venése und war 1 Stunde 
50 Minuten nach der Fiitterung schon wieder etwas abgefallen, 
wihrend der venése Blutzuckerspiegel sich in der Zeit von 
50 Minuten bis 1 Stunde 50 Minuten nach der Fiitterung auf 
der gleichen Héhe hielt, aber unter dem arteriellen Wert. 
Dann fielen beide Spiegel langsam ab, und zwar der vendése 
steiler wie der arterielle. 


/1) Biochem. Zs. Bd. 87, S. 248 u. 264 (1918). 
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Versuch 2 und 4 galten der Untersuchung bei normalen 
Ernahrungsverhaltnissen. Das Tier war an den Vortagen mit 
dem iiblichen Stallfutter (Kiichenabfallen) gefiittert. In Ver- 
such 2 wurde die tigliche Kost, ca. 500 g Reis- und Kartoffel- 
brei gereicht; danach erfolgte ein Jangsamer, deutlicher An- 
stieg des arteriellen, ein unerheblicher des venésen Blutzuckers. 
Beide fielen dann wieder gleichsinnig ab. In Versuch 4 er- 
hielten wir nach Fiitterung von 75 g Traubenzucker natiirlich 
héhere Werte. Die arterielle Kurve schnellt steiler empor 
und fallt rascher ab wie die venédse, so dab zu Beginn und 
am Ende des Versuches die arterielle und die venése Kurve 
am nichsten beisammen liegen. 

Versuch 7 galt der Frage, ob sich bei einem anderen 
Tier nach vorangehenden Hungertagen ahnliche Verhiltnisse 
béten wie in Versuch Nr. 1. Dies war nicht der Fall; waihrend 
die ersten arteriellen und venésen Werte praktisch als gleich 
bezeichnet werden miissen, blieb dann der arterielle durch- 
weg hdher. 

In den Hungerversuchen sollte der auffallende Wert von 
Versuch 1 am gleichen Tiere nachgepriift werden, um zu ent- 
scheiden, ob sich nach normaler Verfiitterung durch Hungern 
eine Umkehr der Blutzuckerwerte finden lieBe. So zeigte sich 
in Versuch 3 am ersten Hungertag der Spiegel des arteriellen 
Blutes zunichst héher als der des venésen. 24 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme war jedoch eine Umkehr ein- 
getreten, indem der arterielle Wert erheblich niedriger, der 
venése gleich geblieben, jedoch absolut héher geworden war 
als der arterielle. Diese ,Umkehr“ der Blutzuckerspiegel hielt 
sich konstant wihrend der beiden folgenden Hungertage. Dabei 
fiel weiterhin auf, daB die arterielle und die venése Kurve 
ganz allmihlich absanken, jedoch so, daB die Werte morgens 
immer héher waren wie abends. 

Die folgenden Versuche 5, 6 und 8, an anderen Tieren 
angestellt, zeigten die obige Umkehr nicht, auch nicht der 
Versuch 8, in welchem eine Umkehr am meisten erwartet 
werden konnte. Denn hier hatten wir versucht, durch Ein- 
schaltung von 10 Hungertagen und durch wiederholte Phenyl- 


SOF Wiel ipa ee OED Sieh 
ett BARA LS aE 


an ‘ wal 6 ia ede ne ae a SO Sig 
Sp Anal ig OTT aa bE ATI 5 SIE A ake eR a 
He rie a eins NN ea pans Lorene Bhs Tar te 























‘Sun.oisussoyA, Sug inz uBynyqns urureyAysyypAusyd 3 OZ 














FN VHP HA ABOUUALIE SU 




















‘3G Wy BOL 16 we ‘3 go ‘02 WY (; 


‘SSVIJIUIYOVU “[]] ‘6 We oUIYVUFNYsSuNIYBN 24z30'T (, 

















“A ‘OS “SS 






















































































‘A ‘CT IOS 
880°0 | 010 | 880°0 | 921‘0| 8900/1600] —  — 9200) 280°, -—— | — [PE Der rPe) Gxom Jui co, do] 8 
. ‘ . . Tos . . 
oor‘o|zr10] — | — |se0'0|/s60'0] — — jseofojriro| — | — | TASES | sqrt Jugt teres | 9 
610°0|160°0] — | ~— | — | — |880‘0/ z60'0| #20‘ | t11‘0| 600 | S600] TY Suny | Od [AL LI—at] 9 
mie | mI 160°0 | 620°0 ee | 801‘0 | £800 aytosuny | (199. | ‘TTL ‘3I—OT] & 
‘aoa | ‘qae | uaa | ‘gave | ‘uaa | ‘418 | ‘WOA | “4A | waa ‘41B ‘TOA | "JIB ss 
| Sviatite Test Bactar Samed Sede 2 
m i iis ool oool 009 | oocl | 006 Sun.aye NY TOLD, S59 % z 
| SE REEDE ite Sn | son o, 
£ °/, qeyoSrayonzynIg ii 
. = oan. 
e ‘ 
i ‘ ‘ ( ‘ te: Fs Pig tie a ON ( AY _ [06°A‘ST ges] , “ASS “SS 
'4——-¥60°0 | 0600 | 160°0 | oot‘ | £600 ¢60'0 | cot‘o Ter‘ saotany | 78M [oie oy oa, 8 
| | . . 108 . ° 
— | — |atro}sero) — | — |eor'o|sir‘0/ 960'0 seo0] — — — | agony | PUP foog Mer yy] 9 
“n is) ° . 
£80‘0 | €60‘0 | 810° | 620° | 60° | tor‘o| LIT‘0 | Lor‘o | Fe0'0 gor‘o|zeo'o zor‘o] any | | Xod [AL “LI—ST] 8 
660°0 | 6200 | 11'0 | F0T‘0 | F210 | 901'0| GOT‘0 | e600 | 9010 gato} — | — | opxodunq | GS | ITT sI—or] , 
‘UOA | ‘qe | ‘uoA | ‘yaw | ‘ued | “qae | ‘u0A | “que | ‘uaa | qae | ‘aod | “438 
2a ae ee ee a ee ee 
00 i: fom s | 00 a 00 00 00 ee He 7 win} BC] rs 5 
ee 5. 
a Jo WeyeSroyonznIg 








‘IyYOINsSIIALOS un 




















a are nets 


iste Some ee Get 5 Mt ee a aes : Se ace oH SO SS cit MM BO in Syceenen O tae S ne Be eb a8 sae eee nel eh 


“UB GIIBG |) 6ST ULL Wy “posunyoS "fA ‘FL Jos aRET (, 

‘Jlo}gnjoos [BUIOU SByVI0A WV (, 

‘}19}NJoS [wuLIOU SvyI0A urV (, 

‘ULSQIOJUIPT “| WV ‘Ula “VIB Lop BunSapoay ooSl [1°93 WY ‘“Mosunyos *[] ‘¢g—gz woa oyvy UIpuny sg 


9 


























































z 
m 
=} 
2 
B= | TF1‘0|Z91 ‘0/210 T81‘0\6810\8810| 0010! #600 [oT $0 10d 
a0 ‘oleer! mdA | yae | ued | "jae | uoA| jae | uaa | “qae TIYONZ TAS 
E osr'oeat'o honed head irs He | 'meA | ae | oqnesz,| © PMH |1A'88] J 
E | (oo oeE | asl | FONU got | FOS 
s | | 
z 690°0 LL0°0|160°0 8600 021‘0l0FT‘0 69 t‘0lZ61'0 8¢1‘0|c9T' o'szr‘olgzi‘o #60 ‘0, 6600 | osOT wun 
‘ ‘ . | P & ones ° | ony . . | | IoyONZ iat 
i LIL OISZL'0 fall "JIB | _ WB | UdA | FIV | UDA | FAB | UDA | “YIB | ‘MOA | “qIB | WA ‘JAB a. ( [P3] IIL 92] ¥ 
@ Siac ladtesaaniopontenstas 1 elichcemesilssajetsaciosucsiiecmmii} <cashenescanshbasnaebpeiasaniatiiinssil agedilait seat daaniameiaennsas | ae alee ae, iaiasapsaeuihapeoaliheoni - be 
= | } j Qa 
o 006 I “28 | os9 osG nt oot TT op OT w10]90n U 966 © oh 
o | j 
=) 1800 Z01‘0|a11‘0|LeT‘0'g01‘0\860'0| ¢60°0| 2010 eae 
=| Ky ‘ ‘ . ° . . e . . é ‘ 
| ale ihd a EL ee oil pe 
i ¢ SE | gol TE  [OIYONU gp] gr vod 
A | 00% 00 | 00 01 * 0061 3 og¢ “vo 
= , J | 
2 | (00z0|8F30 6F2'0 192'0|9¢a'0\s22'0\a12°0\s¢e0 L12‘0|zFz‘0| 260°0| $20°0 | ..¢ so aad 
= #13'0 9F3°0 UdA | °WABW | UA | “YAW | MOA | yw | -maA | “qe | uaa] *qaB | uAaA | “yAB | Joyonz (,yo8, |r ‘92] 1 
aos } i? a a - Ot ee eae ee cee 2 pak ee Pe MP ee Ete Te ae |—— . = -Udquely, 0261 
2 *d0A }1B ah 19 21G cry ert ‘uroqyont of 3 O¢cT 
| acme . = — ! = ——— — ~ = a ————— ee re 
oO 
S F w& < 
om bar Oo & us 
S €.Fe s |2 
p a PEs lo WRqeS1oyonzyn[g SuniqeN | 1907, 7 1 
B. s- 8 7 
— [5 























‘ayInsIVASBSunNnsaoygug 






‘Son sctstuoSoywdr sud anuz uwinyans urwrcujyurdAuvusa 3 O27 °27% we ‘SOL ‘1a ws ‘3 go ‘02 WY (| 





10 K. Turban, Vergleichende Untersuchungen usw. 


athylamininjektionen nach Abelin') die Leber zu _ entglyko- 
genisieren und periphere Zuckerdepots zu mobilisieren. 

Der erwartete Effekt trat aber nicht ein; der arterielle 
Blutzucker blieb in diesen Versuchen durchschnittlich immer 
héher als der venése; auch sonst ergaben sich im Verlauf der 
Kurven hier keine hesonderen Momente. 

Die Versuche sollten, wie eingangs betont wurde, lediglich 
den Verlauf der Blutzuckerkurven in beiden GefiBgebieten 
unter verschiedenen Erniahrungsverhiltnissen demonstrieren. 
Dabei zeigte es sich, daB im allgemeinen der arterielle 
Blutzuckerspiegel tiber dem venésen lag. Besonders auffallend 
war die starkere Oszillation der arteriellen Kurve, wie sie in 
Versuch 1 ausgesprochen deutlich zutage tritt. Es hat hier den 
Anschein, als ob nach den vorausgegangenen Hungertagen die 
Leber vielleicht die Fahigkeit, sofort eine gréBere Zuckermenge 
als Glykogen aufzuspeichern, verloren hat. Fiir eine verminderte 
Glykogenbildung in der glykogenarmen Leber sprechen auch 
die Beobachtungen Hofmeisters’) itiber den Hungerdiabetes, 
die Bangschen*) Versuche am hungernden Kaninchen sowie 
Barrenschens*) Versuche an der herausgeschnittenen kiinst- 
lich glykogenarm gemachten Leber. Ungekliart bleibt das Ver- 
halten bei Hund Igel im Hunger. Vielleicht handelt es sich 
hier um eine besondere Eigentiimlichkeit des Tieres. Man 
kénnte das in der Weise deuten, daB bei dem gleichsam ge- 
setzmiBigen Héherbleiben des venésen Blutzuckerspiegels im 
Hunger der Glykogenvorrat der Leber dieses Tieres besonders 
rasch sich erschépfte, so daB aus der Peripherie der Leber 
wieder neue Zuckermengen zustrémen. 





1) Biochem. Zs. Bd. 102, S. 39 (1920). 

*) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 26, S. 355 (1891). 

3) Der Blutzucker, 8.57. Bergmann, Wiesbaden 1913. 
*) Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 303 (1918). 





Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
Von 
Philipp Ellinger. 


Mit 3 Kurven im Text. 





(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1921). 


L 


Die Methode Warburgs}), mit der er das zellularphysio- 
logische Problem der Atmung bearbeitet, ist in gleicher Weise 
auch fiir pharmakologische Fragestellungen verwendbar. Schon 
Warburg und seine Schiiler haben pharmakologische Agentien 
dazu benutzt, den physiologischen Mechanismus der Zellatmung 
aufzukliren und in der Blausiure und den Narkoticis zwei 
verschiedene Gruppen der Oxydationsvorginge hemmender Sub- 
stanzen gefunden. Stoffe, die den Sauerstoffverbrauch der Blut- 
kérperchen steigern, haben Batelli und Stern?) bereits im 
»Pnein“ und Meyerhof?) in dem ,,Atmungskérper“ beschrieben. 
Die vorliegende Arbeit setzt sich zur Aufgabe, naher zu 
untersuchen, ob im Tierkérper Substanzen vorkommen, die den 
Sauerstoffverbrauch der Erythrocyten beeinflussen. Aus einem 
solchen Befund kénnte man vielleicht Riickschliisse ziehen auf 


') O. Warburg, Ergebnisse d. Physiologie Bd. 14 (1912), dort auch 
Zusammenstellung der gesamten Literatur. 

*) F. Batelli und L. Stern, Soc. de Biol. Bd. 65, I, S. 489 (1908); 
Biochem. Zs. Bd. 21 S. 487 (1909); Abderhaldens Hdbch. d. biochem. Ar- 
beitsmethoden Bd. 3, I, S. 468 (1910). 

3) O. Meyerhof, Pfligers Arch. Bd. 170, S. 367 (1918) und Diese 
Zs, Bd. 101, S. 165 (1918). 
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12 Philipp Ellinger, 


den Oxydationsvorgang der Zellen in vivo. Dabei konnte man 
zunachst am Produkte des Gewebsstoffwechsels endokriner 
Driisen denken. Weiterhin war zu untersuchen, ob etwa kon- 
stante Bestandteile des Blutes die Zellatmung beeinflussen, 
sowie ob unter der Wirkung medikamentis gesteigerten Eiweib- 
zerfalls derartige Produkte ins Blut gelangen. Warburg unter- 
suchte die Wirkung zahlreicher Narkotica der Alkoholreihe, 
Urethane, einer Anzahl Aldehyde, Peptone, Nitrile, sub- 
stituierter Harnstoffe, Blausiure, Ammoniak und Amine und 
einiger Alkaloide auf den Sauerstoffverbrauch isolierter Zellen, 
und fand bei allen diesen Stoffen eine Beeintrichtigung der 
Oxydationsgeschwindigkeit. Das Vorkommen von Kérpern, die 
die Oxydationsgeschwindigkeit beschleunigen, ohne selbst ver- 
brannt zu werden, stellt er als unwahrscheinlich hin und 1iBt 
als echte Aktivierung der Atmung lediglich den Fall gelten, 
daB zum Beispiel Ather, Alkohole oder ‘hnliche Stoffe in 
ruhenden Zellen die Entwicklung anregen und dadurch eine 
Stoffwechselbeschleunigung hervorrufen. Hingegen sind einige 
Stoffe bekannt, die eine Beschleunigung der Oxydationsgeschwin- 
digkeit hervorrufen, angeblich ohne unter normalen Bedingungen 
an der Luft Sauerstoffverbrauch zu zeigen. Es handelt sich 
um das Pnein, das Batelli und Stern aus verschiedenem 
Kérpergewebe gewonnen haben, ferner um den von Meyerhof 
aus Hefekochsaft und dem Kochsaft verschiedenster tierischer 
Gewebe hergestelltem ,,Atmungskérper“. Endlich konnte ich 
selbst!) bei Vermehrung des Kaligehaltes in der Nihrlésung die 
Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit von durch Gefrieren 
zertriimmerten Ginseerythrocyten nachweisen. 

Neuerdings erschienene Arbeiten Warburgs?’), die den 
Mechanismus der Atmung dem Verstindnis erheblich niher 
gebracht haben, wiesen den Weg, auch den Mechanismus der 
pharmakologischen Wirkungen aufzukliren. In anschaulicher 
Weise konnte Warburg den Oxydationsvorgang in der Zelle, 
von allen biologischen Zutaten frei, auf Grund rein physikalisch- 





1) Ph. Ellinger, Diese Zs, Bd. 116, 8S. 266 (1921). 
*) O. Warburg und,Negelein, Biochem. Zs, Bd. 113, 8, 257 (1921); 
O. Warburg, ebenda Bd. 119, S. 134 (1921). 
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chemischer Vorginge darstellen. Die Modellversuche der Ver- 
brennung von Aminosauren an Tierkohle zeigten, daB das, was 
gemeinhin als die Ausdruckstorm der Atmung angesprochen 
wird: Sauerstofiverbrauch und Kohlensaurebildung durch Ver- 
brennung von an der Luft ohne weiteres nicht oxydierbaren 
Substanzen, nicht abhingig sein muB von Lebensvorgingen und 
nicht unbedingt an das Vorhandensein von organisierter Sub- 
stanz gebunden ist. Diese Modellversuche vertieften nicht nur 
die Erkenntnis der Atmung unter physiologischen Verhiltnissen, 
sondern sie erméglichten es auch, einen Einblick zu gewinnen 
in die Vorgiinge, die sich bei der Einwirkung der verschiedensten 
Substanzen auf die Atmung der Ké6rperzellen abspielen. 
Warburg untersuchte an Modellversuchen bereits den Wir- 
kungsmechanismus der Atmungshemmung durch Narkotica 
einerseits und durch Blausiure andererseits, und fand, daB in 
beiden Fallen verschiedene Vorginge der Hemmung zugrunde 
legen. Er faBt die Atmung als Kisenkatalyse an einer ad- 
sorbierenden Oberfliiche auf. Die Narkotica hemmen nun in 
der Weise, daf sie, die selbst an der Kohle nicht oxydiert 
werden, die Oberfliiche blockieren, wihrend die Blausiure feste 
chemische Verbindung mit dem zur Oxydation erforderlichen 
Kisen eingeht und so seine Verwendung als Katalysator un- 
méglich macht. Auch ich versuchte, die an der Atmung der 
Krythrocytensuspensionen beobachteten pharmakologischen Wir- 
kungen am Kohlemodell zu klaren. Doch stellte es sich heraus, 
daB das Kohlemodell nicht zur Deutung aller beobachteten 
Vorginge ausreicht. Der Grund hierfiir war in der Verschieden- 
heit des Kolloidzustandes zu suchen, die der Verbrennungsort 
in der lebenden Zelle und in der Kohlesuspension aufweisen. 
Substanzen, die den Quellungszustand beeintlussen, gegeniiber 
verhilt sich die lyophobe Kohle anders als die lyophilen Be- 
standteile der Zellstruktur. Dies veranlaBte mich, neben der 
Kohlesuspension ein Modell einzufiihren, das den Verhiltnissen 
der lebenden Zelle besser entsprach. Gefunden wurde es in 
den Zelltriimmersuspensionen, die durch Kiiltezerstérung von 


Erythrocyten und nachfolgender Auswaschung des Zellsubstrats. 


mit Ringerlésung gewonnen waren. 
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II. 


Die angewandte Methodik war die folgende: Die Be- 
stimmungen des Sauerstoffverbrauches erfolgten mit Barcroft- 
schen Manometern in der von Siebeck!) angegebenen Form. 
Der Inhalt der Gefaffe bis zum Meniskus der Sperrfliissigkeit 
betrug 18,7 ccm, die Kohlensiure wurde jeweils durch 0,3 ccm 
n/1 Natronlauge abgefangen, die Untersuchungsfliissigkeit betrug 
stets 2 ccm, die Reaktionstemperatur war in allen Fillen 39,8°; 
die Oxydationen erfolgten in Luft. Aus den angefiihrten Daten 
ergab sich fiir 1 mm Druckabnahme Brodiescher Fliissigkeit 
ein Sauerstoffverbrauch von 1,432 cmm. Von alien Versuchen 
wurde stets mindestens eine Kontrolle gleichzeitig angesetzt. 

Um die Wirkung der einzelnen Stoffe zu priifen, wurden 
sie in entsprechenden Lésungen in allen Fallen nebeneinander 
mit (Giinseerythrocytenaufschwemmung mit Suspension von 
Merckscher Tierkohle und mit Suspensionen gewaschener Zell- 
triimmer von Ginseerythrocyten in OxydationsgefiBen auf ihren 
Sauerstoffverbrauch untersucht. 

Das zum Versuche verwandte Ginseblut wurde einjiihrigen 
Giansen,”) die durch mehrere Aderliisse animisiert waren, aus 
spritzenden FliigelgefaBen entnommen, unmittelbar in sterilen, 
mit runden (slasperlen beschickten StépselgefiBen aufgefangen 
und 20 Minuten geschiittelt; dann gab man es durch ein Kolier- 
tuch und zentrifugierte in Zentrifugengliisern mit eingeschlif- 
fenem Glasstépsel. Das Serum wurde abgehoben; den Blut- 
kérperchenbrei wusch man dreimal in der Zentrifuge je 15 Mi- 
nuten mit steriler Ringerlésung (auf 1 Liter destilliertes Wasser 
9,0 g Kochsalz, 0,42 g Kaliumchlorid, 0,24 g Calciumchlorid, 
0,15 g Natriumbicarbonat). Endlich fillt man bis zum Aus- 
gangsvolumen mit steriler Ringerlésung auf. Die so dargestellten 
Erythrocytenaufschwemmungen besitzen weder bei den einzelnen 





1) R. Siebeck, Abderhaldens Hdbch. d. biochem, Arbeitsmethoden 
Bd. 8, S. 33 (1915). 

2) Es sei hier erwihnt, daB junge Ginse gréBere Aderlisse nicht 
vertragen und schnell zugrunde gehen, wihrend ich bei einjihrigen 
Tieren wochenlang ohne Schaden jeden zweiten Tag 80—100 ecm Blut 
entnehmen konnte. 
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Individuen, noch bei den einzelnen Aderlissen eine gleich- 
maBige Oxydationsgeschwindigkeit, so daB bei allen Versuchen 
eine Kontrolle mit der unbehandelten Blutkérperchenaufschwem- 
mung notwendig ist. 

Zur Herstellung der Tierkohlesuspension benutzte ich 
analog den Vorschriften von Warburg, Mercksche Tierkohle 
und zwar fiir alle Versuche ein Priparat aus derselben Packung. 
Die verwandte Suspension war stets 2°/, ig. 

Die Zelltriimmersuspensionen wurden aus den in der oben 
beschriebenen Weise bereiteten Erythrocytenaufschwemmungen 
dargestellt. Aus den Untersuchungen Warburgs ist es be- 
kannt, da durch Gefrieren von Erythrozytenbrei die roten 
Blutkérperchen zersprengt werden kénnen, ohne da$ die Atmung 
erlischt, ja sie erfihrt sogar gegeniiber der Oxydationsgeschwin- 
digkeit der unverletzten Zellen eher eine Steigerung. Durch 
scharfes Zentrifugieren gelang es Warburg, die gesprengten 
Zellen in einen nicht oder nur unmerklich atmenden Abgu8 und 
in ein Zentrifugat zu trennen, das die Strukturelemente enthielt 
und in dem die Oxydation vor sich ging. Wenn man nun dieses 
Zentrifugat mit Ringerlésung weiter wischt und stundenlang scharf 
zentrifugiert, erhilt man zum SchluB an Stelle des rotbraun ge- 
farbten Ausgangsmaterials einen Brei von gelbweiB gefarbten Zell- 
triimmern, bei denen spontaner Sauerstofiverbrauch nicht mehr 
nachzuweisen ist. Diese Zelltriimmer stellen fiir die Blut- 
kérperchen offenbar das dar, was Warburg als Verbrennungsort 
bezeichnet, und gestatten in einzelnen Fallen einen besseren Ein- 
blick in den Wirkungsmechanismus als die Tierkohlesuspension, 
da ihr Kolloidzustand dem der Absorptionsflichen lebender 
Erythrocyten niher kommt als der der Tierkohlesuspension. 

Die Darstellung der Suspension ging so vor sich. Durch 
scharfes Zentrifugieren wurde jeweils der aus 12 ccm Blut ge- 
wonnene, dreimal mit Ringerlésung gewaschene und von der 
Waschiliissigkeit véllig befreite Blutkérperchenbrei, in Zentri- 
fugenréhrchen mit eingeschliffenem Glasstépsel in einer Kalte- 
mischung von Kohlensiureschnee und Ather 20 Minuten lang 
gefroren und hierauf in einem Wasserbad von 4/° aufgetaut. 
Nach mebhrstiindigem scharfen Zentrifugieren gelang es, jeweils 
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eine geringe Menge fliissigen Zellinhalt abzuheben. Dieser 
Zellinhalt hat nur einen ganz geringen spontanen Sauerstoff- 
verbrauch, der wohl auf einer Verunreinigung mit Zelltriimmer- 
resten beruht. An Tierkohle jedoch zeigt er eine deutliche 
Verbrennung, wie sich aus Tabelle I ergibt. 


Tabelle LI. 


Verbrennung von Zelltriimmerabgud,. 

















on re Gesamt-O,-Verbrauch 
in mm Brodie | in ecmm 
ZelltriimmerabguB + Ringer 1,4 | 2,0 af 
2% + Tierkohle 2°/, 8,3 | 11,9 


Das Zentrifugat wurde nun mit Ringerlésung so lange 
gewaschen, bis die Waschfliissigkeit véllig entfirbt war und 
der Riickstand eine gelblichweibe Farbe angenommen hatte, 
Durch Stichproben wurde jeweils festgestellt, ob in dem Riick- 
stand innerhalb einer Stunde noch ein Sauerstoffverbrauch 
nachzuweisen war. In der Regel erlosch nach 15—16 Waschungen 
die Atmung giinzlich. Hierauf wurde noch weitere drei Male 
gewaschen und dann zum Ausgangsvolumen von 12 ccm mit 
Ringerlésung aufgefiillt. Mit dieser ,,Normalsuspension“ von 
gewaschenen Zelltriimmern wurden die Versuche angestellt. 
Um einen Uberblick zu erhalten, wie sich bei wechselnden 
Konzentrationen der Zelltriimmer in der Suspension die Oxy- 
dationsgeschwindigkeiten verhalten, stellte ich entsprechende 
Versuche an, tiber die Tabelle II Aufschlu8 gibt. 

Tabelle II. 


Abhingigkeit des O,-Verbrauchs von der Konzentration der Zelltriimmer- 
aufschwemmung. 








O,-Verbrauch nach 


Konzen- ae roe Sew eepinibe 22 
tration | 1 Stde. 2Stdn. | 3 Std 
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Substanz | der Auf] 2) go e2|/ 82/52 q 2 s.2|6 © 
scchwem-| 29/83 123/23 2Sl 22 23) 5% 
mung ac | ag &|/ Ss el Sa loe| oe 
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Testesopt. 5°/, | 2/;-norm. | 70,2 ! 100,8 95,4! 136,6 95,4 | 136,6 | 95,4! 136,6 
»  5%,] 4/,-norm. | 58,9| 89,4 | 89,1 | 127,9 | 89,2 | 128,0 | 89,2 | 128,0 
» By | "a-norm. | 39,6| 56,7 | 60,8] 87,5 | 78,7 | 112,9 | 78,9 | 113,2 
» Bo] "/g-norm, | 25,8| 37,0) 48,6} 62,5) 60,7| 87,0 | 61,4] 87,9 
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Ks wurde die Oxydationsgeschwindigkeit von 1 ccm Teste- 
sopton, einem spater naher definierten Abbauprodukt von 
Hodensubstanz, an Aufschwemmungen, die die doppelte, die 
iibliche Menge, ferner die Hialfte und ein Viertel der Zell- 
trimmer auf den Kubikzentimeter enthielten, untersucht und 
zwar nach 1, 2, 3 und 4 Stunden. 

Ks stellte sich also heraus, daB die Oxydationsgeschwin- 
digkeit bei der héchsten Konzentration am stirksten ist und 
nach 1 Stunde etwa °/,, nach 2 Stunden der gesamte Endwert 
erreicht wird. Mit abnehmender Konzentration nahm die 
Oxydationsgeschwindigkeit stetig, aber betrichtlich ab. Bei 
der geringsten Konzentration wurde nach 1 Stunde ein Sauer- 
stofiverbrauch von etwa 2/,, nach 2 Stunden von etwa #/, und 
nach 3 Stunden erst der Endwert gefunden. Aber nicht nur 
die Oxydationsgeschwindigkeit, sondern auch die Vollstindigkeit 
der Verbrennung ist von der Konzentration der Zelltriimmer- 
suspension abhingig. Bei der stirksten angewandten Konzen- 
tration ist der Gesamtsauerstoffverbrauch um etwa 50°/, héher 
als bei der niedrigsten untersuchten Verdiinnung. 

An dieser Stelle sei noch bemerkt, daB die Zelltriimmer 
sich nur schwer absetzen, so daB jeweils ein langdauerndes 
und scharfes Zentrifugieren erforderlich ist. Die Zentrifuge 
macht 2800 Umdrehungen in der Minute. Bei véllig sterilem 
Arbeiten gelingt es, auf diese Weise eine brauchbare Suspension 
darzustellen, die langere Zeit im Eisschrank haltbar ist. Dies 
ist notwendig, da man geeignete Vergleichsbedingungen nur 
aus vollig gleichmifig hergestellten Suspensionen  erhilt, 
die aus dem Erythrocytenmaterial desselben Aderlasses ge- 
wonnen sind. 

Von diesen drei Suspensionen wurde jeweils 1 ccm mit 
der gleichen Menge der zu untersuchenden Loésung in die 
OxydationsgefiBe eingefillt. Die Angaben iiber Prozentgehalt 
beziehen sich immer auf die zugesetzte Fliissigkeit, so da8 in 
der Gesamtmenge die Konzentration stets halb so hoch ist. 
Das Mischen der Untersuchungsfliissigkeit mit den Suspensionen 
erfolgte erst im Momente des Abschlusses der Manometer nach 
eingetretenem Temperaturausgleich. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 2 
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Ill. a) 


Als gleichmaBiges Untersuchungsmaterial fiir die Gewebs- 
bestandteile endokriner Driisen standen mir getrocknete Organ- 
pulver derselben von Merck zur Verfiigung und zwar Thyreoidea, 
Ovarien, Testes, Mammae, Thymus, Cerebrum, Hypophysis und 
Nebenniere und Leber. Die Praparate wurden in Ringerlésung 
aufgeschwemmt und dann zur Sterilisation kurze Zeit auf- 
gekocht.!) Die Lésung wurde nach dem Erkalten sowohl als 
Filtrat, wie auch als Suspension untersucht. Bemerkenswerte 
Unterschiede ergaben sich hierbei nicht. Weiterhin konnten 
eine Anzahl Optone untersucht werden, die aus den entsprechen- 
den Organen durch fermentatives Verfahren nach den Angaben 
von Abderhalden bis zum Verschwinden der Biuretreaktion 
abgebaut waren. Und endlich standen mir von Thyreoidea, 
Ovarien und Testes Abbauprodukte zur Verfiigung, deren Abbau 
durch Pepsinsalzséureverdauung bis zur Albumosenbildung er- 
folgt war, die also eine Mittelstellung zwischen den getrockneten 
Organpulvern und den Optonen einnehmen. Die Priiparate 
der beiden letzten Gruppen sind in Wasser leicht léslich. Zu- 
nichst wurde die Wirkung dieser K6rper in 1°/, iger Lésung 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit von Gianseerythrocyten unter- 
sucht. Es ergab sich, daB in allen Fallen eine Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs statthatte, die jedoch nach einiger Zeit 
zum Stillstand kam. Die prozentuale Steigerung der Atmung 
war bei Erythrocytensuspensionen von verschiedener Oxydations- 
geschwindigkeit verschieden, dagegen stelite es sich heraus, 
daB die absolute GréBe des Sauerstoffmehrverbrauchs bei Blut- 
kérperchensuspensionen verschiedener Herkunft gleich und pro- 
portional den zugefiigten Substanzmengen war. Vergleicht man 
aber die einzelnen Priparate hinsichtlich der Steigerung des 
Sauerstofiverbrauchs untereinander, so ergeben sich betrichtliche 
Unterschiede. Die héchsten Werte ergaben in der Regel die 
Optone, wihrend zwischen den unbehandelten Driisenpraparaten 





1) Mit nicht aufgekochtem Material angestellte Versuche ergaben 
die gleichen Resultate; doch muBten hier die Versuche meist wegen 
Bakterienverunreinigungen nach kurzer Zeit abgebrochen werden. 
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und den Pepsinverdauungsprodukten keine wesentlichen Unter- 
schiede bestanden. Die Tatsache, daB die erwahnte Steigerung 
der angewandten Substanzmenge entsprach, lieB die Vermutung 
aufkommen, daB es sich bei der Oxydationsbeschleunigung um 
eine Zufiihrung von Brennmaterial handelte. Diese Vermutung 
wurde bestitigt durch Versuche, die an den Suspensionen von 
Tierkohle und gewaschenen Zelltriimmern angestellt wurden. 
Um gréBere Ausschlige zu erzielen, wurden hier 5°/, ige 
Lésungen angewandt, wihrend bei der Erythrocytenemulsion 
nur mit 1°/,igen Liésungen gearbeitet werden konnte, um 
durch hypertonische Lésungen nicht die Zellen zu schidigen. 
Es zeigte sich dabei, daB sowohl an Tierkohle wie auch an 
Zelltriimmern ein Sauerstofiverbrauch statthat. Auch hier ist 
der Sauerstofiverbrauch der einzelnen Substanzen untereinander 
verschieden. Jedoch stehen bei derselben Substanz die ver- 
brauchte Sauerstoffmenge in allen drei Reihen in einem be- 
stimmten konstanten Verhialtnis. Nun war noch die weitere 
Frage zu klaren, ob es sich bei der Vermehrung der Atmung 
an den Blutkérperchen lediglich um eine erhéhte Zufuhr von 
Brennmaterial handelt oder ob daneben etwa spezifische stimu- 
lierende Stoffe im Sinne des Batelli- und Sternschen ,,Pneins“ 
oder des Meyerhofschen ,Atmungskérpers“ vorhanden sind- 
Wenn es sich lediglich um Brennmaterial handelte, so lag es 
nahe, die Atmungsvermehrung auf den Gehalt der Substanzen 
an oxydablen EiweiBabbauprodukten zu beziehen, zumal 
Warburg festgestellt hatte, da8 nur Aminosiuren und nicht 
das EKiweiB selbst an Tierkohle verbrannt wird. Ich bestimmte 
daher mittels der Folinschen Methode den Gehalt der ein- 
zelnen Praparate an nicht koagulablem Stickstoff. 

Zu diesem Zwecke wurden die Lésungen zunichst mit 
der gleichen Menge 30°/,iger Trichloressigsiure enteiweiBt, 
der Niederschlag abfiltriert und je 0,5 ccm des Filtrats der 
Veraschung mit konzentrierter Schwefelsiure bei Kupfer- und 
Kaliumsulfatgegenwart unterworfen. Nach der vollkommenen Ent- 
farbung der Fliissigkeit wurde mittels konzentrierter Natronlauge 
das gebildete Ammoniak in eine n/50 Schwefelsiure beschickte 
Vorlage iibergetrieben und der Gehalt an iiberschiissiger Schwefel- 
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sdure durch Titration mit n/50 Natronlauge bestimmt. So wurde 
der Stickstoffgehalt fiir die einzelnen Substanzen festgestellt. 

Vergleicht man nun in Tabelle III das Verhiltnis von ver- 
brauchtem Sauerstoff zu der Menge angewandten Stickstoffs, 
so ergeben sich Werte, die annihernd konstant sind und zwar 
jeweils fiir die Oxydationen an Tierkohle, an Zelltriimmern und 
fir den Mehrverbrauch einer Erythrocytenatmung, jedoch ver- 
schieden bei den einzelnen Kategorien untereinander. Weitaus 
die weitestgehende Ausnutzung des Materials erfolgt bei den 
Erythrocytenemulsionen. Dann folgen die Werte bei der Ver- 
brennung an Tierkohle und endlich die an den Zelltriimmern. 

In Tabelle III sind diese Verhialtnisse dargestellt: Spalte 1 
zeigt die untersuchten Substanzen, Spulte 2 den nach Folin 
bestimmten Gehalt an nichtkoagulablem Stickstoff und zwar 
bezogen auf 1 ccm 5°/,iger und 1°/,iger Lésung. In Spalte 3 
ist dann der Gesamtsauerstoffverbrauch an Tierkohle, in Milli- 
metern Brodiescher Fliissigkeit und in Kubikmillimetern dar- 
gestellt, in Spalte 4 das Verhaltnis von Kubikmillimetern ver- 
brauchten Sauerstoffs zu Milligramm zugesetzten nichtkoagulablen 
Stickstofis. Spalte 5, 6, 7 und 8 zeigen die entsprechenden 
Werte fiir die Verbrennungen an Zelltriimmersuspension bzw. 
atmender Erythrocytenemulsion. In letzterem Falle beziehen sich 
die Werte auf den Mehrverbrauch von Sauerstoff gegeniiber dem 
Sauerstoffverbrauch der unbehandelten Erythrocytenemulsion. 

Danach ergibt der Versuch annihernd gleiche Werte fiir 
das Verhiltnis von Sauerstoffverbrauch zum Aminosdurenstick- 
stoffgehalt bei den einzelnen Reihen untereinander. Er zeigt 
ferner die verschiedene Ausnutzbarkeit je nach der Qualitaét 
des Brennortes. Damit erscheint erwiesen, daB die Atmungs- 
beschleunigung durch die Gewebsbestandteile der endokrinen 
Driisen lediglich eine Folge der vermehrten Zufiihrung von 
Brennmaterial ist, und daB sich irgendwelche spezifischen 
stimulierenden Stoffe nicht nachweisen lassen. Da jedoch in 
den einzelnen Reihen Material in verschiedener Konzentration 
zur Anwendung kam, muBten noch die Beziehungen des Sauer- 
stoffverbrauchs bzw. der Ausniitzung des Brennmaterials zu 
der angewandten Konzentration untersucht werden. Zu diesem 


Tabelle III. 
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Zwecke wurde Thyreoideaopton in verschiedenen Konzen- 
trationen an Tierkohlesuspension verbrannt. Das Ergebnis, 
das in Tabelle IV niedergelegt ist, zeigt, daB die Ausniitzung 
bei geringeren Konzentrationen giinstiger ist als bei hohen. 


Tabelle IV. 


Abhiingigkeit des O,-Verbrauchs von der Konzentration des Brenn- 
materials bei der Oxydation an Tierkohle. 














Gehalt an 
Konzen- | Gesamt-O,-Verbrauch | jicht koagul. 
Substanz tration . | Stickstoff | ¢™™ O, 
nmm |, pro ccm mg N, 
in */, Brodie | ee in mg 

5 78,1 | 112,0 4,320 25,9 

4 64,7 92,6 3,456 27,6 

Thyreoidea- a ; é ; 

3 50,9 72,8 2,592 28,1 

opton 
2 36,2 51,8 1,728 30,0 
1 21,3 30,5 0,864 35,4 














Die Differenzen der Werte sind jedoch nicht so groB, dab 
sie die erheblich giinstigere Ausniitzung des Brennmaterials 
in 1°/,iger Lésung an den lebenden Erythrocyten gegeniiber 
der mit 5°/, Liésung an Tierkohle und Zelltriimmern unter- 
suchten erkliren kénnen, sondern man mu8 annehmen, daB in 
den roten Blutkérperchen giinstigere Oxydationsverhiltnisse 
vorliegen. 

Die Befunde legen die Frage nahe, ob es sich bei dem 
Pnein von Batelli und Stern und bei dem Atmungskérper 
von Meyerhof nicht ebenfalls nur um die Zufiihrung von 
Brennmaterial handelt. Denn ebenso wie bei den gefrorenen 
Erythrocytentriimmern lassen sich auch die von Batelli und 
Stern und Meyerhof untersuchten Gewebe durch Auswaschen 
des Brennmaterials villig frei machen von Sauerstoffverbrauch, 
und daB der bei dem Auswaschen gewonnene Muskelkochsaft 
oder MuskelpreBsaft das erforderliche Brennmaterial enthilt, 
beweist der folgende Versuch, dessen Ergebnis Tabelle V 
wiedergibt. 
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Tabelle V. 
Verbrennung von MuskelpreBsaft und Muskelkochsaft an Tierkohle. 
Gesamt-O,-Verbrauch 
Substanz ie 
in mm Brodie in cmm 
MuskelpreBsaft + Ringer . pad 1,2 1,72 
oi + Tierkohle 2°, . . 4,5 6,44 
Muskelkochsaft + Ringer. . . . . 0,0 0 
_ + Tierkohle 2°/,. . 12,1 17,3 








Wihrend der MuskelpreBsaft mit Ringerlésung einen ganz 
schwachen Sauerstoffverbrauch aufwies, konnte im Muskelkoch- 
saft — beide waren nach den Angaben von Meyerhof aus 
Froschmuskulatur dargestellt -— keinerlei Atmung beobachtet 
werden. An Tierkohle war aber in beiden Fallen sowohl in Preb- 
saft wie auch im Kochsaft eine Oxydation nachweisbar, und zwar 
waren die verbrauchten Sauerstoffmengen in dem Kochsaft etwa 
3mal héher. Ob hier der von Meyerhof erwahnte im Preb- 
saft enthaltene und beim Kochen zerstérbare Hemmungskoérper 
eine Rolle spielt, oder ob durch das Kochen der Aminosiure- 
gehalt vermehrt war, ist nicht ohne weiteres zu entscheiden. 

Ein weiterer Beweis fiir die Tatsache, daB zugefiihrtes 
Brennmaterial und zwar in einer wirklich ausnutzbaren Form 
die Atmung beschleunigen kann, geht auch aus dem Um- 
stand hervor, daf Gelatinelésungen von den verschiedensten 
Konzentrationen und zwar 1°/,ig, 1/,°%/,ig, 1°/ ig und 
0,1°/,,ig ohne jeden EinfluB auf die Atmungsgeschwindig- 
keit der roten Blutkérperchen bleiben und ebensowenig an 
Tierkohle oder Zelltriimmersuspensionen verbrannt werden. 
Fiihrt man jedoch der Erythrocytenaufschwemmung ein Spalt- 
produkt der Gelatine zu, das im wesentlichen aus Amino- 
siuren besteht, und durch Aufspaltung mittels Sauren ge- 
wonnen ist, so tritt eine Beschleunigung der Oxydations- 
geschwindigkeit auf. Das Spaltprodukt zeigte ebenso an Tier- 
kohlesuspension und Zelltriimmern Sauerstoffverbrauch. Neben 
dem Gelatinespaltprodukt konnte ich auch die Spaltprodukte 
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von anderen EKiweiBarten und zwar von Himoglobin, Casein 
und Conglutin untersuchen. Tabelle VI zeigt das Ergebnis. 

Auch hier finden sich wieder Sauerstoffwerte, die unter- 
einander verschiedene, aber auf den Gehalt von nichtkoagu- 
lablem Stickstoff bezogen, iibereinstimmende Werte ergaben. 
Letztere weichen jedoch wiederum je nach dem Verbrennungs- 
ort voneinander ab. Die beste Ausniitzung zeigt auch hier 
die Erythrocytenemulsion und zwar noch bessere als bei der 


Zufihrung der Gewebsbestandteile endokriner Driisen. Worauf 


diese bessere Ausnutzung beruht, laBt sich aus den Versuchen 
nicht entscheiden. Es ist denkbar, daB es sich um eine gréBere 
Kindringungsfahigkeit in die lebenden Zellen handelt. Der Ad- 
sorptionskoeffizient diirfte dem der endokrinen Produkte gleich 
sein, da die Ausnutzungswerte an Tierkohle und Zelltriimmer- 
suspensionen den in T'abelle ITI gefundenen annihernd entsprechen. 

SchlieBlich kamen, um auch beziiglich des Brennmaterials 
durchsichtige Verhaltnisse zu schaffen, einfache Aminosiduren 
zur Untersuchung, und zwar Glykokoll, Alanin und Tyrosin, 
die beiden ersteren in 2°/,iger, das letztere in itibersittigter 
0,4 °/,iger Lésung. Sie alle erhédhen die Oxydationsgeschwin- 
digkeit der roten Blutkérperchen, aber wie in Tabelle VII 
ersichtlich ist, in verschiedenem MaBe. 

Die Werte fiir das Glykokoll und Alanin sind niedriger, 
die fiir das Tyrosin héher als bei den Aminosiuregemischen. 
Man muB sich dabei vergegenwiartigen, da8 das zur Anwendung 


kommende MaB, der Gehalt an nicht koagulablem Stickstoff 


vollkommen willkiirlich gewahlt ist, und daB dieses Ma8 nur 
da brauchbar ist, wo es sich um gleichmaBige und aus ahn- 
lichem Material hergestellte Praiparate handelt. Es nimmt 
daher nicht wunder, daB die Werte, die durch das Verhiltnis 
von Sauerstofiverbrauch zum angewandten Stickstoff gewonnen 
sind, da wo es sich um reine Substanzen handelt, groBe Diffe- 
renzen aufweist. Aber auch hier stehen die Werte fiir den 
Sauerstoff—Stickstoffkoeffizienten an den verschiedenen Ver- 
brennungsorten in demselben friiher beobachteten Verhiltnis. 
Die Ausniitzung an den Erythrozyten ist weitaus giinstiger 
als an der Tierkohle und auch diese iibersteigt die an den 
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Zelltriimmern gefundenen Werte um etwa 20°/,. Wir sehen 
also ein tbereinstimmendes Verhalten von Aminosiuren ver- 
schiedenster Provenienz auf die Atmung und zwar stets, wenig- 
stens in den angewandten Konzentrationen, eine Férderung, 
die sich als Zufihrung leicht oxydablen Brennmaterials erklirt. 
Untersuchungen in dieser Hinsicht liegen bisher auBer den 
erwihnten von Batelli und Stern und Meyerhof lediglich 
von Lussana!) vor. Er konnte feststellen, da8 durch Glykokoll 
und eine Anzahl anderer Aminosiuren der Sauerstoffverbrauch 
von Leberzellen und Muskelgewebe eine Herabsetzung erfihrt, 
waihrend Alanin keinerlei EinfluB auf die Atmung dieser 
Strukturelemente ausiibt. Ob meine Untersuchungen wirklich 
im Widerspruch zu den Lussanaschen Befunden stehen, ist 
nicht ohne weiteres zu entscheiden, da die Untersuchungen 
an verschiedenen Gewebszellen ausgefiihrt wurden und es 
denkbar ware, daB die erwihnten Aminosiuren fiir die iiber- 
lebenden Leber- und Muskelzellen ein spezifisches Gift dar- 
stellen. AuBerdem kénnten die Differenzen auf der Ver- 
schiedenheit der angewandten Methodik beruhen. 


b) 

Die bisher geschilderten Resultate veranlaBten mich, die 
Wirkung einer Anzahl Substanzen auf die Oxydationsgeschwin- 
digkeit der Erythrocyten zu untersuchen, die regelmaBig im 
tierischen Serum vorkommen und zwar von Traubenzucker, 
Harnstoff und Adrenalin, sowie die eines weiteren biogenen 
Amins, die von Histamin. Die Untersuchung fiel fiir Trauben- 
zucker, Adrenalin und Histamin negativ aus. Die angewandten 
Konzentrationen (Traubenzucker 5, 2, 1, 0,5 und 0,1°/,, Adre- 
nalin 1: 5000, 1:50000, 1:500000, Histamin 1: 2000, 1:20000 
1:200000) tibten auf die Oxydationsgeschwindigkeit der Ery- 
throcytensuspension nicht den geringsten EinfluB aus. Keine 
der Substanzen zeigt an Tierkohle- oder Zelltriimmersuspension 
Sauerstoffverbrauch. 

Anders verhielt sich der Harnstoff. Aus der Literatur 
liegt lediglich eine Untersuchung Lussanas}) vor, der angibt, 





1) F. Lussana, Arch. d. Fisiol. Bd. 6, 8. 269 (1909). 
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daB Harnstoff in Lésungen bis zu 0,5°/, auf den Gaswechsel 
von Leberzellen ohne Einfiu8 sei, daB jedoch héhere Kon- 
zentrationen infolge Verainderungen des osmotischen Druckes 
den Sauerstoffverbrauch herabsetzen. Bei meinen Versuchen 
war zunachst der Umstand auffallig, daB die einzelnen Ginse 
untereinander erheblich abweichende Ergebnisse _lieferten. 
Wahrend die Erythrocytenemulsionen von einem der unter- 
suchten Tiere auf Harnstoffzusatz fast gar nicht ansprach, 
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Kurve lI. 


Abszisse: Prozentgehalt der zugesetzten Nihrlésung an Harnstoff. 
Ordinate: Zu- bzw. Abnahme des Sauerstoffverbrauchs in Prozent. 


zeigten die anderen in gewissen Konzentrationen eine nicht 
unbetrichtliche Vermehrung der Oxydationsgeschwindigkeit. 
In einem einzigen Fall konnte ich bei einer Gans bei An- 
wendung einer 0,4°/,igen Harnstofflésung ein Ansteigen der 
Oxydationsgeschwindigkeit um tber 200°/, wahrnehmen, und 
zwar in mehreren Kontrollversuchen nebeneinander, so da8 ein 
Fehler ausgeschlossen werden kann. Dieser hohe Wert wurde 
auch bei demselben Tier spiiter nicht wieder erreicht. Dagegen 
konnte ich feststellen, daB die Oxydationsgeschwindigkeit bei 
einigen Tieren stets gleichmaBig gesteigert war. Uber die 
Abhangigkeit der Steigerung von der Konzentration gibt 
Tabelle VIII und Kurve I Auskunft. 
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Tabelle VIII. 
QO,-Verbrauch von Ginseerythrocyten bei Harnstoffzusatz. 








Substanz 





. nem 
Brodie |" ©™™ 


O,-Verbrauch 
in 60’ 


in mm |. 





1 ecm Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer . 


1cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Harnstoff 1,8°/, 


1eem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer . 


1 ccm Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnstoff 0,9°/, 


1 ccm Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnstoff 0,72 °/, 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer . 


1 ecm Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1ccm Harnstoff 0,54 °/, 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer . 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnstoff 0,36 °/, 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 cem Ringer . 


1 ccm Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnstoff 0,18 °/, 


1 cem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Ringer . 


1cem Erythrocytenanfschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnstoff 0,09 °/, 


1eem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Ringer . 


1 eem Erythrocytenaufschw. in 
Ringer + 1 ccm Harnst. 0,036°/, 








14,0 20,1 
12,1 | 17,3 
15,2 | 21,8 
14,8 | 21,2 
| 
14,8 | 21,2 
18,2 | 26,0 
17,5 | 25,1 
24,7 | 35,3 
11,1 | 15,9 
22,05 | 31,6 
18,05 | 25,8 
| 
| 
25,4 | 36,4 
| 
16,4 | 23,5 
| 
18,9 | 27,1 
15,6 | 22,4 
15,8 | 22.6 


Steige- 
rung 


in ecmm 


— 0,6 


+ 4,8 


+ 10,2 


+15,7 


+10,6 


+ 3,6 


+ 0,7 





Abnahme 


+18,7 


+41,2 


+ 98,7 


+ 40,7 


+ 15,3 
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Die erste wahrnehmbare Steigerung beginnt bei einem 
Harnstoffgehalt von 0,09°/, in der Nahrlésung, d. h. Konzen- 


tration in der Gesamtlésung von 0,045°/,. Sie erreicht ihr 


Maximum bei einem Harnstofigehalt der Nahrlésung von 0,36 °/,, 
verschwindet bei 0,9°/,, um bei weiteren Erhéhungen eine 
Hemmung der Oxydation hervorzurufen, die bei einer iso- 
tonischen Nahrlésung von 1,8°/, Harnstoffgehalt 13,6°/, des 
Sauerstoffverfrauches entspricht. Um den Mechanismus dieser 
Steigerung aufzukliren, wurde zunachst Harnstoff mit Tier- 
kohlesuspension in die OxydationsgefaBe gebracht. Es zeigte 
sich nicht der geringste Sauerstoffverbrauch, so daB eine Ver- 
brennung des Harnstoffs, die auch ohnehin unwahrscheinlich 
war, sicher ausgeschlossen werden kann. Auch das Resultat 
der Steigerungskurve bei den verschiedenen Konzentrationen 
mit einem Maximum in mittleren Verdiinnungen spricht da- 
gegen, wenn auch die Kurve unter Umstanden als Resultante 
zweler entgegengesetzter Wirkungen und zwar einer Steigerung 
durch Verbrennung und einer Herabsetzung durch Verinde- 
rung des Brennortes angesprochen werden kénnte. . Zur 
weiteren Analyse wurden die Wirkungen verschiedener Harn- 
stoffkonzentrationen auf die Oxydation von Optonen und Amino- 
siuren an Tierkohle untersucht. Auch hier blieb der Harn- 
stoff ohne jeden EKinfluB auf die Oxydationsgeschwindigkeit. Es 
zeigte sich also, daB zur Erklarung der Harnstoffwirkung das 
Kohlemodell nicht ausreicht. Die Warburgschen Theorien 
lassen fiir die Steigerung der Atmung zwei Méglichkeiten offen, 
entweder die Zufiihrung neuer Nahrlésung, oder eine giinstigere 
Ausgestaltung des Brennortes, sei es durch Vermehrung der 
Katalysatorenzahl oder durch VergréBerung der adsorbierenden 
Oberfliche. Wiahrend die Zellstruktur der Erythrocyten, die 
im wesentlichen wohl aus hydrophilen Kolloiden besteht, durch 
geeignete Milieuveriinderung eine VergréBerung ihrer adsor- 
bierenden Oberfliche erfahren kann, ist in der Tierkohle- 
suspension ein entsprechender Vorgang nicht denkbar. Die 
Uberlegung fihrt dazu, an Stelle des Kohlemodells Versuche 
mit Zelltriimmeraufschwemmung anzustellen. Die Ergebnisse 
bestatigten die Richtigkeit der Erwigung. Es zeigte sich 
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Tabelle IX. 


Beschleunigung der Verbrennung durch Harnstoffzusatz. 

























































































O,-Verbrauch an gewaschenen Zelltriimmern nach Minuten 
20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 140’ 160’ 180’ 
Substanz ry “2 awe ee . Ts . le ee e 
§ 2 | g.2 Ss .2 §.2 | a 2 8.2 | § .2| €.2 | § .2 | 
es E [fs/ 2 [63/8 [£3 8 [Fel 8 (Fe 6 [2s 6 |2s) 6 [Eg] § 
SQ ¢ [6A se |e) es | BR es [BR se |e se | BA Ss | Be) gs |.2e) o 
© 1 ecm Testesopton ie Pst i | me | at ee ea ae 
1,7 °%, + 1 com | | | 
= Ringer . . . . | 7,2) 10,3] 13,5 | 19,4] 15,8) 22,6] 19,4 | 27,8] 29,7 | 82,5 scl iid 28,2 | 40,4 | 29,0 | 41,5 | 29,2 | 41,8 
= 1 cem Testesopton | | | | | | | 
Rs 1,7°/, +1cem Harn- | | | | | 
= stoft 0,6%, . . . |11,4/ 16,3] 18,4 | 26,4} 22,9 | 32,8 | 26,4 | 87,8 | 27,7 | 39,7 | 28,8 | 41,3 | 29,4 | 42,1 | 29,4 | 42,1 | 29,5 | 42,8 
i 1 cem Thyreoidea- | | | 
opton 2 °/, + leem | | | 
Ringer . . . . | 62) 8,9] 11,1/15,0]14,9/ 21,4] — | — |19,3/27,7] — | — | — | — | 24,5/ 35,2] 24,7| 85,5 
1 cem Thyreoidea- | | | 
opton 2°, + 1 ecm | | | | 
Harnstoff 1,8°, . | 3,6/ 5,2] 62/ 8,9] 82/118] — | — |11,5/165]-— — |— — | 14,7| 21,1] 14,9| 21,4 
1 eem Alanin 2°), | | | | | | | 
+ 1ecem Ringer . 7,4 | 10,6 | 13,7 | 19,7] 16,8 | 24,1 | 20,0 | 28,7 22,9 | 82,8 26,4 | 37,8 28,2 40,4 29,3 | 42,0 | 29,6 | 42,5 
1 ccm Alanin 2 %, | | | | | | 
+ 1cem Harnstoff | | | | | 
S 0,6%, . . . . « |10,7| 18,2]18,8 25,8] 23,6 | 33,8] 27,2 | 89,0] 28,7 | 41,1 | 29,4 | 42,1] 29,8 | 42,7 | 29,9 | 42,9] 30,0 | 43,0 
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nimlich, daB bei dem Zusatz mittlerer Harnstoffkonzentrationen 
zu einem Zelltriimmeraminosiurengemisch eine erhebliche Be- 


schleunigung der Oxydation eintritt. 


Tabelle IX gibt Aus- 
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Abszisse: Zeit in Minuten. 


Hy O’ 20° £0 CO 80’ LOO'L20' L40° 160 180 Zet nr lin., 
— l1eem Testesopton 1,7°/, + 1ccm Ringer 


1 ccm Testesopton 1,7°/, + 1 ccm Harnstoff 0,6°, 
--- l1ccm Thyreoideaopton 2°/, + 1 ccm Ringer 
+++ + 1Lcecm Thyreoideaopton 2°/, + 1 ccm Harnstoff 1,8, 


Kurve JI. 


Ordinate: Sauerstoftverbrauch in emm. 
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Abszisse: 


leem A 


lanin 2°/, + 1cem Ringer 


GD 20’ 40° 60° 80° LO0'L20'Lt0'L60' 180 Zert cre Min. 


-----+- 1ccm Alanin 2°) + 1ccm Harnstoff 0,6, 


Zeit in Minuten. 


Kurve III. 


Ordinate: Sauerstoftverbrauch in cmm. 
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kunft tiber die Geschwindigkeit der Oxydation verschiedenen 
Optonen und Alanin an Zelltrimmern mit und ohne Zusatz 
von Harnstoff. Auch aus den vorstehenden Kurven IJ und 
[If ist der Verlauf der Oxydationsgeschwindigkeit zu er- 
sehen. 

Wahrend durch Zusatz von 1,8°/, Harnstofflésung die 
Oxydationsgeschwindigkeit wie auch der Gesamtsauerstofiver- 
brauch erheblich herabgesetzt wird, wird bei der Verwendung 
einer 0,6°/,igen Harnstofflésung annihernd der gleiche End- 
wert erreicht wie ohne Harnstoffzusatz, jedoch betrichtlich 
schneller. Da nun der Harnstoffzusatz sicherlich keine Ver- 
mehrung der Katalysatoren bedeutet, mu’ man die Beschleuni- 
gung als Ausdruck der VergréBerung der adsorbierenden Ober- 
fliche ansehen und zwar infolge einer Verinderung des Dis- 
persititsgrades der suspendierten Zelltriimmer. 

Unerklirt bleibt nur das verschiedene Verhalten der ein- 
zelnen Individuen untereinander und auch zu verschiedenen 
Zeiten. Ks wire denkbar, daB die Verschiedenheit auf Diffe- 
renzen im Harnstoffgehalt der Erythrocyten zuriickgefihrt 
werden kann. Bemerkt sei, daB die Gans, deren Erythrocyten 
eine enorme Anspruchsfahigkeit auf Harnstoff zeigten, kurze 
Zeit spiter nach zwei weiteren Blutentnahmen zugrunde ging. 
Es handelte sich dabei um ein junges ‘Tler, das die Blut- 
entnahme schlecht vertrug. 


c) 

Zum SchluB8 wurde noch die Wirkung zweier pharma- 
kologischen Agentien, die den Stoffwechsel beeinflussen, unter- 
sucht. Ich prifte Chinin und Natrium salicylicum. Von beiden 
ist es aus der Arbeit Sentas?) bekannt, dab der Gaswechsel 
von Leberzellen durch diese Substanzen herabgesetzt wird. 
Es wurde zunichst der EKinflu8 von Lésungen von Chininum 
muriaticum in verschiedenen Konzentrationen auf die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit von Ginseerythrocyten untersucht. Die 
Ergebnisse liegen in T'abelle X vor. 


*) S. Senta, Arch. internat. de Pharmacodyn. et de Therap. Bd. 13, 
S$. 217 (1908). 
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Tabelle X. 
Wirkung von Chinin auf die Oxydationsgeschwindigkeit in 





pt emt 
Oy Verbrauch | in hal Herab- 
Substanz is dade MS mene 
_Brodie in"), 
—— — ———- a > — 
Erythrocyten + Ringer . . . . . 33,4 47,8 
. + Chinin mur. 3°), . 11,9 17,0 64,4 
- + Ringer ..... 29,9 42,8 
+ Chinin mur. 2°), . 12,1 17,3 59,6 
- + ROM 6 Se 29,9 42,8 
o + Chinin mur. 1°, . 18.6 {| 19,5 53,2 
" > Rimger . 1 aw ee 33,4 47,8 
- + Chinin mur. 0,6 °/, . 16,4 23,6 51,0 
9 ee 6 eee 26,3 37,7 
‘ + Chinin mur. 0,3°), . 13,8 19,8 47,5 
- + Ringer . . ; 26,8 37,7 
a + Chinin mur. 0,1 °/ 26,1 37,4 0,6 








Darnach zeigt sich, dab 30 0 °/,-Liésungen eme langsam 
abnehmende, aber betrichtliche Herabsetzung der Oxydations- 
geschwindigkeit auf 1/, bis ‘/, hervorrufen. Bei einem Gehalt 
der Nihrlésung von 0,1°/,, d. h. bei einer Gesamtkonzentration 
von 0,05°/, erlischt die Wirkung plotzlich fast véllig. Vergleiche 
iiber die Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit von 
‘Testesopton an Tierkohle ergeben auch hier eine Herabsetzung, 
jedoch ist die Abnahme gleichmaBiger, wie Tabelle XI zeigt. 


Tabelle XI. 


Hemmung der Oxydation von Testesopton an Tierkohle durch Chinin. mur. 


in verschiedenen Konzentrationen, 














05 -Verbrauch i in 1Stde, Herab- 

Substanz Fegan setzung 

Brodie in emm in %, 

Testesopton 5°/, + Ringer . . . . 62,8 | 89,1 — 

‘s + Chin. mur. 8%. . . 34,2 | 49,0 45,1 

. Boo a Migs a 88,4 55,0 38,3 

" eens, “Cae 45,1 64,6 27,5 

tug yp 51,9 | 12,8 18,3 

eke 57,8 82,8 7,1 

* ey ee 61,6 88,2 1,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 3 
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Das Verhalten des Chinins auf die Oxydationsgeschwindig- 
keit von Testesopton an Zelltriimmern entspricht annihernd 
dem Verhalten des Chinins an den lebenden Erythrocyten, wie 
aus Tabelle XII ersichtlich ist. 


Tabelle XII. 


Hemmung der Oxydation von Testesopton an gewaschenen Zelltriimmern 
durch Chinin. mur. in verschiedenen Konzentrationen. 














O,-Verbrauch in 1 Stde. | Herab- 
Substanz pS spans nm a rsetag apie setzuny 

Brodie ; in emm in %, 

nee nr arr teen Sm -~ wn omens ~ eee eee ‘. wo mo 
Testesopton 5°/, + Ringer . . . . 50,1 | 72,0 -- 

a + Chin. mur, 39/,. . . 17,4 25,0 65,8 

ae ee et 20,5 29,4 59,2 

‘ ecg eee 24,1 34,6 51,8 

- de gy ERR 294 | 422 41,4 
be i A $68 | 52,7 26,8 

a ee |. ae ae es 2,2 


Schon makroskopisch kann bei dem Zusatz von Chinin- 
lésung zu den Tierkohle- und Zelltriimmersuspensionen eine 
deutliche Agglutination der suspendierten Partikel beobachtet 
werden, so daB die Verkleinerung der Zelloberfliche ebenso 
wie die Adsorption des an Tierkohle nicht oxydablen Chinins 
die Herabsetzung der Oxydationsgeschwindigkeit erklart. 

Um zu versuchen, ob durch grobe Chiningaben etwa in 
corpore ein EiweiBzerfall hervorgerufen wird, der mit einer 
Vermehrung von Eiweifabbauprodukten, d.h. also einer Stei- 


Tabelle XIII. 


Verbrennung von Kaninchenserum an Tierkohle und Herabsetzung der 
Oxydationsgeschwindigkeit von Serum mit Chinin vorbehandelter Tiere. 








O,-Verbrauch in 1 Stde. Herabsetzung 
Substanz pennies eciteeSiin a 
in mm Brodie | in emm in “lo 
Normalserum ... . 32,3 46,3 -— 
Chininserum. . . . . 19,3 27,6 40,4 
Normalserum ... . 24,6 35,2 
Chininserum. . .. . 15,1 21,6 38,7 
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gerung des Brennmaterialgehaltes einhergehen mi8te, wurden 
Kaninehen von 2000 g je 40 ccm 2°/, Chininlésung mit der 
Schlundsonde verabreicht. Vor und '/, Stunde nach der Chinin- 
gabe wurde aus der Ohrvene Blut entnommen und der Sauer- 
stofiverbrauch des Serums an Tierkohle bestimmt. Die Er- 
gebnisse zeigt Tabelle XIII. 

In beiden Fallen war der Sauerstoffverbrauch des Serums 
nach Chininbehandlung um etwa 40°/, herabgesetzt. Kine 
Vermehrung des Brennmaterials konnte also nicht nachgewiesen 
werden. Dagegen deutete die Herabsetzung auf einen betricht- 
lichen Chiningehalt des Serums hin, der ja auch aus zahl- 
reichen Untersuchungen bekannt ist. 

Anders verhielt sich das Natrium salicylicum. Tabelle XIV 
vibt AufschluB iiber die angestellten Versuche. 


Tabelle XIV. 


Keeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit durch Natrium salicylicum. 








O,-Verbr. Ra 
in 1 Stde. > _2 
Substanz ae 
a fis s 5 
mmm, in| 5°" 

Brodie cmm} 

Tierkohle + Testesopton 5°/, + Ringer . . . . 60,4 | 86,4 

:: 1 n + Ne. oak 59%... . 60,1 | 86,0} 0,5 
%3 od 39 a ®s ” 2,5°/, . . . 60,7 87,0 —0,7 
+- ‘ ae ae 1,0°/, » + + | 60,6 | 86,9 | —0,6 


Gewasch. Zelltriimmer + Testesopt. 5°/, + Ringer 48,3 | 69,1 
Gew. Zelltriimmer + Testesopt. 5°/, + Na. sal. 5°/, 42,1 | 60,4] 12,6 








te o -. + Na. sal. 2,5°/, . 47,1 |67,5] 2,8 

2 + » +» » 1%. | Se eee Oe 
Ginseerythrocytenaufschwemmg. + Ringer. . . | 29,2 | 41,8 

Y + Na.sal. 5°, . | 14,6 | 20,2] 51,7 


“4 4 25%, | 25,1 | 36,0] 18,9 

- +» ~ thee Fee ee 

? ¥ me Se 0,5°/, ee 29,0 41,6 0,4 

Tierkohle + Kaninchenserum. ...... . 18,2 | 26,1 
- + Na.salicyl-Serum ...... . 18,0 | 25,8} 1,2 














Auf die Verbrennung von Testesopton an Tierkohle bleibt 


Natrium salieylicum in Konzentrationen von 5°/, bis. herab 
g* 


i ap yeast ape oe rsa a A Sit OO FS 
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zu 1°/, ohne jeden Kinflu8. Die Oxydationsgeschwindigkeit 
von Testesopton an Zelltriimmern wird durch hohe Konzen- 
trationen von salicylsaurem Natrium um 12,6°/, herabgesetzt, 
wihrend niedrigere Verdiinnungen wirkungslos sind. Den 
gleichen EinfluB zeigt Natriumsalicylat auf die Atmung von 
Erythrocytenemulsion, nur daB hier die Herabsetzung bei hohen 
Konzentrationen wesentlich stirker ist. Diese Erscheinung 
erklirt sich aus der Verwendung stark hypertonischer Lésungen. 
Hierfiir spricht in erster Linie das verschiedene Verhalten der 
‘Tierkohlesuspension gegeniiber den Gianseerythrocyten, ferner 
der Aspekt; denn die Erythrocyten zeigen in den hochkonzentrier- 
ten Natrium salicylicum-Lésungen eine deutliche Schrumpfung. 
Kine unmittelbare Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit 
durch Natrium salicylicum konnte also nicht nachgewiesen 
werden. Auch das Serum eines mit Natrium salicylicum ebenso 
wie vorher mit Chinin behandelten Kaninchens wies bei der 
Verbrennung an Tierkohle keine Verainderung des Sauerstofi- 
verbrauchs gegeniiber dem Serum, das vor der Verabreichung 
gewonnen wurde, auf. 
IV. 

In den dargestellten Versuchen haben wir also zwei 
Typen von Substanzen kennen gelernt, die den Sauer- 
stoffverbrauch der Ginseerythrocyten in verschiedener Weise 
steigern, einmal Koérper, die lediglich das Nihrmaterial 
vermehren, die aus den verschiedensten Organen ge- 
wonnen werden kénnen, andererseits Stoffe, die zwar kein 
neues Nahrmaterial zufiihren, die hingegen die Orte, an 
denen die Verbrennung stattfindet, verindern und so 
eine schnellere Oxydation des Brennmaterials hervor- 
rufen. Ob die von friiheren Untersuchern beschriebenen 
Stimulatoren der Atmung, das Pnein und der Atmungskérper, 
der einen oder der anderen Kategorie angehéren oder ob es 
sich dabei um Substanzen handelt, die auf irgendeine andere 
Weise die Oxydationsvorginge beeinflussen, fiir die zurzeit ein 
physikalisch faBbares Vorbild fehlt, laBt sich nicht sicher ent- 
scheiden. Sicher ist zum mindesten, daB ein Teil ihrer Wir- 
kung auf der Zufiithrung von Brennmaterial beruht. 
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Ks wird weiterhin festgestellt, daf die untersuchten 
Gewebsbestandteile endokriner Driisen keine Sub- 
stanzen enthalten, die als ,Hormone“ der Erythro- 
cytenatmung angesprochen werden kénnen. Sie alle ent- 
halten Stoffe, die oxydabel sind und als Brennmaterial fiir die 
Sauerstofiverbrennung in Frage kommen, die jedoch nach ihrem 
Charakter kein Spezifikum der endokrinen Driisen bedeuten, 
sondern in allen Geweben vorkommen. Quantitativ ist der 
Gehalt an diesen Stoffen verschieden. Mit Wahrscheinlichkeit 
handelt es sich hier um Aminosiuren. 

Die Versuche an Gelatine und den EiweiSspaltprodukten 
zeigen, daB auch solche Eiweifstofie, die an und fir sich auf 


die Atmung ohne Einflu8 sind, durch AufschlieBen in Sub- 


stanzen verwandelt werden kénnen, die eine Vermehrung der 
Oxydationsgeschwindigkeit durch Zufithrung neuer Nahrlésung 
hervorrufen. 

Durch die Herstellung der atmungstreien Zelltriimmer- 
emulsion ist es méglich, ein Modell fiir die Atmung zu be- 
schaffen, das den tatsaichlichen Verhaltnissen niher 
kommt als das Tierkohlemodell. Die Verwendung von Zell- 
triimmeremulsionen erlaubt es, auch die Beeinflussung der 


Atmung durch quellende und oberflichenaktive Substanzen. 


zu beobachten. In diesem Sinne muB8 das Verhalten der 


Krythrocytenatmung bei Harnstoffzusatz gedeutet werden. Im 


Sinne der Oberflichenverinderung ist wohl auch die Stei- 
gerung der Oxydationsgeschwindigkeit durch Vermehrung des 
Kaligehaltes in der Nihrlésung aufzufassen, wie ich sie in 
einer friiheren Arbeit beschrieben habe. Die Herabsetzung 
der Oxydationsgeschwindigkeit durch radioaktive a-Strahlen 
hingegen, wie sie in der gleichen Arbeit festgestellt wurde, 
muB als eine mechanische Zerstérung der Zellstruktur an- 
gesprochen werden. Die Darstellung der oxydationsfreien Zell- 
triimmerstruktur erméglicht auch die vollkommene Trennung 
von Brennmaterial und Verbrennungsort bei Erythrocyten. 
Was nun endlich die Wirkung von Chinin und Natrium 
salicylicum anbelangt, so zeigt das erstere, daB zum mindesten 
ein Teil seiner antipyretischen Wirkung als eine unmittelbare 
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Herabsetzung der Oxydationsgeschwindigkeit in dem Gewebe 
anzusehen ist und zwar durch Verringerung der Adsorptions- 
Hichen fir die Verbrennung. Bei dem Natrium salicylicum 
kommt dieser Modus nicht in Frage und man muB seine anti- 
pyretische Wirkung in anderen Faktoren suchen. Diese Fest- 
stellungen entsprechen den Ergebnissen, zu denen Gottlieb 
fir die antipyretische Wirkung von Chinin und Antipyrin aut 
Grund von Stoffwechseluntersuchungen gelangt ist. 

Kurz zusammengefabt lassen sich die Ergebnisse folgender- 
maBen formulieren: 

1. In den endokrinen Drisen sind Stoffe vor- 
handen, die die Atmung von Gianseerythrocyten durch 
Zufihrung von Brennmaterial steigern. Diese Stofte 
sind KiweiBabbauprodukte, voraussichtlich Aminosiuren. Spe- 
zifische, anderen Geweben nicht angehérige Sub- 
stanzen, die als Hormone der Atmung angesprochen 
werden kinnen, lassen sich in den zur Untersuchuny 
kommenden Praparaten nicht nachweisen. 

2. Der Harnstoff wirkt auf die Oxydationsgeschwin- 
digkeit in Ganseerythrocyten steigernd durch VergréBerunsz 
der adsorbierenden Oberfliche, ohne selbst verbrannt 
zu werden. 

3. Chinin setzt die Atmung von Gianseerythrocyten herab 
durch Verkleinerung der Adsorptionsflache, Natrium 
salicylicum beeinfluft die Oxydationsgeschwindigkeit nicht. 


) R. Gottlieb, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 26, 8S. 419 (1890). 











Eine Untersuchung tiber das Vorkommen 
von Brenztraubensdure in normalem und Diabetikerharn. 
Von 


Robert Fricke. 


(Aus der Medizinischen Klinik in GieBben a. L. Prof. Voit. 


(Der Redaktion zugegangen am 29, November 1921.) 


Nachdem durch Stepp und Feulgen') das Vorhanden- 
sein von Acetaldehyd im Harn von Diabetikern nachgewiesen 
war, lag die Frage nahe, ob etwa auch die offenbare Vorstufe 
des Acetaldehydes im Organismus, die Brenztraubensaure, aus 
welcher z. B. nach den Untersuchungen von C. Neuberg und 
Mitarbeitern bei der Hefegirung durch Abspaltung von CO, 
Acetaldehyd entsteht, im Diabetikerharn in faBbarer Menge 
vorhanden sei. 

Zum Nachweis der Brenztraubensiure erschien hier relativ 
gut geeignet ihre Kondensation mit Phenylhydrazin, weniger 
wegen der Genauigkeit der Reaktion (iiber 1: 1000)?), als vor 
allem wegen der groBen Widerstandsfahigkeit der resultierenden 
Verbindung, des Brenztraubensiiurephenylhydrazides. Dieses 
ist nach E. Fischer und F. Jourdan’) sehr widerstandsfahig 
gegen alle méglichen chemischen LEinfliisse, vor allem auch 
gegen Erhitzen bei alkalischer oder nicht zu stark‘) saurer 
Reaktion. Das nun war aus folgenden Griinden von Wichtig- 


‘) Diese Zs. Bd. 114, 8. 301 (1921). 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 17, S. 578 (1884). 

8) E. Fischer u. F. Jourdan, Chem. Ber. Bd. 16, 3. 2241 (1883). 

*) Nur Kochen mit konzentrierter Salz- bzw. Schwefelsiure ver- 
mag die Verbindung zu zersetzen. 
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keit: Es ist nicht méglich, die Brenztraubensiure aus dem 
Harn durch irgendein schnelles Verfahren, wie z B. die Wasser- 
dampfdestillation, anzureichern. Eine Anreicherung durch ein. 
fache Kinengung des Harnes bei Atmospharendruck oder auch 
im Vakuum erscheint wegen der enormen Reaktionsfihigkeit 
des Kérpers ziemlich aussichtslos, da er hierbei relativ lange 
bei hoher oder mittlerer Temperatur mit den vielen bekannten 
und unbekannten Stoffen des Harnes in Reaktion treten kénnte. 
Als gangbarster Weg, wollte man nicht ganz auf eine An- 
reicherung verzichten, erschien der, daS man in méglichst 
frischem Harn, nach Ausfaillung desselben mit festem Bleiacetat, 
die etwa vorhandene Brenztraubensiure sofort in eine wohl- 
definierte Verbindung iiberfiihrte (in diesem Falle also Brenz- 
traubensdurephenylhydrazid), dann den Harn im Vakuum ein- 
engte, wobei natiirlich nur eine relativ widerstandsfahige Ver- 
bindung, wie das Brenztraubensiurephenylhydrazid, unverandert 
bleiben konnte, und darauf aus dem Riickstand nach dem Er- 
kalten das ausgefallene Material abfiltrierte, um daraus etwa 
vorhandenes Brenztraubensdurephenylhydrazid durch Trennung 
zu gewinnen. Zur Identifizierung des etwa gefundenen Brenz- 
traubensiurephenylhydrazides kam erstens sein Schmelzpunkt 
(192% in Betracht, der dem des Glukosazons (204°) ziemlich 
nahe liegt, weiter seine durch Kochen mit 10°/,iger alko- 
holischer Schwefelsiure leicht zu bewirkende Uberfithrung in 
den Athylather?) vom Schmelzpunkt 114—115° und schlieBlich 
noch event. seine Reduktion durch Natriumamalgam zu Pheny}- 
hydrazinpropionsiure (Schmelzp. 152—153").?) 

Die Versuche, die der Vollstindigkeit halber mit normalem 
und Diabetikerharn vorgenommen wurden, fiihrte ich in fol- 
gender Art aus: Zunichst wurden 5 Liter méglichst frischen 
Diabetikerharnes *) mit ca.1/, mehr an Phenylhydrazinum hydro- 
chloricum versetzt, als zur Ausfallung des darin enthaltenen 
Traubenzuckers als Glukosazon nétig war. Die gesamte F'liis- 





1) E. Fischer u. F. Jourdan, a. a. O., S. 2248. 

*) E. Fischer u. F. Jourdan, a. 4. 0., 8. 2244. 

5) Alle verwandten Harne waren sauer, die Diabetikerharne ihrem 
Acetongehalt entsprechend stark sauer. 
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sigkeit wurde dann auf dem Wasserbade bis auf 90° kurz er- 
wirmt und mehrere T'age bei Zimmertemperatur stehen ge- 
Jassen, Nach Ablauf dieser Zeitdauer war die Glukosazon- 
bildung nur zum kleinen Teil eingetreten, dagegen muBte etwa 
vorhandene Brenztraubensiiure in diesem Zeitraum lingst als 
Phenylhydrazid gebunden sein, wie Parallelversuche mit ver- 
dimnten Brenztraubensiurelésungen zeigten. Es wurde nun 
vom ausgefallenen Niederschlag durch ein groBes Faltenfilter 
abfiltriert (unter Druck zu filtrieren erwies sich als unzweck- 
miBig, da sich dann schnell die Poren des Rundfilters ganz 
verstopften), der Filterriickstand méglichst vollstandig in eine 
kleine Glasschale gegeben und unter Verreiben mit ca. 60 ccm 


kaltem 96°/, igen Alkohol ausgezogen. In diesem hitte sich 


etwa vorhandenes Brenztraubensdiurephenylhydrazid lésen miissen. 
Denn wie orientierende Versuche ergaben, lést sich 0,1 g 
Brenztraubensiurephenylhydrazid bei kriftigem Schiitteln gut 
in 6 com kaltem 96°/, igen Alkohol, waihrend 0,1 g Glukosazon 
unter den gleichen Bedingungen noch kaum durch 300 ccm 
desselben Lésungsmittels bei Zimmertemperatur aufgenommen 
werden.') Es hatte sich also in den angewandten 60 ccm Alkohol, 
wenn vorhanden, gut 1 g Brenztraubensiiurephenylhydrazid 
lésen kénnen. 

Der alkoholische Auszug war rotbraun gefarbt und zwar 
wohl weniger durch Harnfarbstoff als vielmehr durch meh 
oder weniger verharztes Phenylhydrazinum basic., das sich bei 
dem langen Stehen der Lésung zum kleinen Teil aus der 
wasserléslichen Chlorwasserstofiverbindung hydrolytisch ab- 
geschieden hatte, als schwer léslich ausgefallen und groBen- 
teils verharzt war. 

Um das etwa vorhandene Brenztraubensiurephenylhydrazid 


hiervon zu reinigen, wurde aus der alkoholischen Lésung der. 
Alkohol auf dem Wasserbade abdestilliert, der Riickstand durch 
langeres Erwirmen auf dem Wasserbade vollends vom Alkohol 


befreit und dann vorsichtig mit kaltem Eisessig extrahiert. In 


1) In warmem 96°), igen Alkohol ist Glukosazon wesentlich stirker 


léslich. 
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diesem lést sich namlich Brenztraubensaurephenylhydrazid nur 
im Verhaltnis ca. 0,1: 10 bei Zimmertemperatur?), wahrend sich 
Phenylhydrazinum basic. und seine Verharzungsprodukte spie- 
lend darin lésen. Die Extraktion wurde so vorgenommen, dat 
der Riickstand aus der alkoholischen Lésung mit kaltem Wis- 
essig verrieben, quantitativ auf ein kleines Filter geschwemmt 
und dort noch etwas mit Kisessig nachgewaschen wurde. Nach 
Verwendung von im ganzen 8 ccm Hisessig erschien das Filter 
fast frei von der rotbraunen Substanz. Hin geringer, schmutzig- 
weiBer Niederschlag, der sich noch darauf befand, konnte nicht 
aus Brenztraubensdurephenylhydrazid bestehen, da er sich in 
Alkohol, selbst in der Wirme, als sehr schwer lislich heraus- 
stellte. Brenztraubensiure war also hier nicht nachzuweisen. 
Damit war gezeigt, daf Brenztraubensaure in gréBerer 
Menge nicht in dem betreffenden Diabetikerharn vor- 
lag. In kleinerer Menge war durch diese Versuche ihr Vor- 
handensein natiirlich nicht ausgeschlossen, da beim Auszieher 
mit Hisessig geringe event. vorhandene Mengen von Brenztrauben- 
siurephenylhydrazid in Lésung gehen und so der Beobachtung 
verborgen bleiben konnten (hier ca. 0,08 g), da weiter die Emp- 
findlichkeit der Reaktion nach E. Fischer iiberhaupt nur etwas 
iiber 1:1000 ist und da schlieBlich schwache Niederschlige 
unter Umstinden im Harn nur schlecht ausfallen, weil sie 
durch seine vielen kolloidalen Bestandteile*) oft hartnickig in 
Lésung gehalten werden. 

Um nun nach eventuell vorhandenen kleineren Mengen 
Brenztraubensaiure zu suchen, wurden 41/, Liter frischen Di- 
abetikerharnes*) mit einem Gesamtacetongehalt von 1,5 g pre 


*) Doch war streng darauf zu achten, daB vor dem Eisessigzusatz 
auch aller Alkohol wirklich ausgetrieben war, da Brenvtraubensiur’- 
phenylhydrazid in Essigester recht gut léslich ist. 

*) Diese waren hier allerdings wohl groBenteils durch die Bleiacetat- 
fallung mit zu Boden gerissen und so aus dem Harn entfernt worden. 

*) Auch dieser Harn wurde mir liebenswiirdigerweise von Herrn 
Geh.-Rat Lampé aus der Frankfurter Privatklinik der Herren Geheimrite 
Lampé und Prof. v. Noorden zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auc: 
an dieser Stelle meinen besten Dank zum Ausdruck bringen méchte. 
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1000 cem nach Ausfaillung mit festem Bleiacetat mit 15 g}) 
Phenylhydrazinum hydrochloricum versetzt, iiber Nacht bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen und am anderen Tage damit 
hegonnen, die Fliissigkeit in einem 3-Liter-Claisenkolben im Va- 
kuum bei 45—50° (Wasserbad) einzuengen. Der Luftzutritt 
durch die Siedecapillare wurde dabei méglichst gering gehalten, 
da in einem Parallelversuch festgestellt war, da8 Durchleiten 
von Luft durch eine Aufschwemmung von Brenztraubensiure- 
phenylhydrazid in Wasser nach einiger Zeit eine deutliche 
Gelbfirbung der Fliissigkeit erzeugt, wahrend allerdings der 
Niederschlag dem Aussehen nach unverindert bleibt. Es wird 
hierbei die Verbindung also offenbar doch durch Oxydation 
leicht angegrifien. Die 4,5 Liter wurden so in 3 Tagen aut 
11/, Liter eingeengt und dann iiber Nacht erkalten gelassen. 
Am andern Tage wurde der ausgefallene Niederschlag abfiltriert 
und in der oben beim nicht eingeengten Harn beschriebenen 
Weise einer Trennung unterzogen. 

Auch hierbei fand sich kein Brenztraubensaurephenyl- 
hydrazid, obwohl hier durch das langere Erwarmen auf mitt- 
lere Temperatur das Ausfallen des Niederschlages aus dem an 
kolloidalen Stoffen reichen Harn nur begiinstigt werden konnte?) 
und trotzdem durch das Kinengen auf mehr als die Hialfte die 
Genauigkeit der Reaktion verschirft war. Allerdings wurden 
hier, da noch etwas mehr verharztes Phenylhydrazinum basicum 
ausgefallen war als beim ersten Versuch (s. 0.), zur Reinigung 
des eventuell vorhandenen Brenztraubensiurephenylhydrazids 


‘) Ks wurde nur so wenig Phenylhydrazin zugesetzt, weil bei der 
verwandten Arbeitsweise doch nur wenig Glucose in Osazon iiberfiihrt 
wird, wihrend die Reaktion mit Brenztraubensiure ziemlich schnell ein- 
tritt. Bei einem Probeversuch, Phenylhydrazin in dem Traubenzucker 
iquivalenten Mengen zum Harn zuzusetzen und dann das Ganze im 
Vakuum einzuengen, fielen groBe Mengen von verharztem Phenylhydr- 
azinum basicum aus, was hier vermieden werden sollte. 

®) Niiheres zur Theorie derartiger Verhialtnisse bei R. Fricke, 
Atschr. f. physik. Chemie Bd. 95, S. 441 (1920) und ebenda‘Bd. 97, S. 464 
(1921). Die dort besprochenen Dinge (betreffend Koagulation) gelten 
in erhéhtem MaBe bei héherer Temperatur und lassen sich ohne weiteres 
aueh auf die Bildung gréSerer Kristallkomplexe aus kleineren ausdehnen. 
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hiervon 10 ccm Eisessig gebraucht, wodurch ca. 0,1 g eventuell 
vorhandenen Brenztraubensaiurephenylhydrazides der Beobach- 
tung entgehen konnten. 

In normalem Harn, der den beiden soeben beschriebenen 
Versuchen entsprechend in gréferen Mengen von je 5 bis 
10 Litern verarbeitet wurde, lieB sich auch so keine Brenz- 
traubensaure nachweisen. 

Es scheint somit durch die beschriebenen Versuche fest- 
zustehen, da8 Brenztraubensiure in gréBeren Mengen weder 
im normalen, noch im gewodhnlichen Diabetikerharn vorhanden ist. 
Damit sei aber absolut nicht behauptet, daf hiermit diese 
Frage erledigt sei. Erstens kénnte Brenztraubensiure bei ganz 
schweren Acetonurikern in der oben beschriebenen Weise 
doch noch unter Umstinden gut aufzufinden sein. Sodann 
méchte ich nochmals daran erinnern, daf die hier verwandte 
Art des Nachweises eine wenig scharfe ist [ca. 0,1 g Brenz- 
traubensiurephenylhydrazid gehen beim Ausziehen mit Kisessig 
(s. 0.) verloren). 

Man koénnte unsere Methode schon verscharfen, indem man 
mit der Brenztraubensiure zusammen den Traubenzucker lege 
artis als Osazon ausfillte. Man brauchte dann hieraus nur 
das Brenztraubensiurephenylhydrazid mit kaltem Alkohol aus- 
zuziehen und wiirde, da dann wahrscheinlich nicht viel oder 
gar kein verharztes Phenylhydrazin austfiele, die den Haupt- 
verlust bedingende Trennung mit Eisessig (s. 0.) sparen kénnen.’) 
AuB8erdem kénnte man auch die Einengung des Harnes weiter 
treiben und so die Reaktionsschirfe an sich vermehren. Um die 
Ausfaillung des Brenztraubensiurephenylhydrazides aus dem 
erkalteten Kinengungsriickstand mit seinen kolloidalen Stoffen 
zu erleichtern, wire es sicher auch von Vorteil, diesen mit 


1) Letztere selbst kénnte, wenn nétig, vielleicht noch besser s0 
gehandhabt werden, daB man die ganze zu trennendé Masse zunidchst in 
etwas warmem Eisessig léste (in dem auch- Brenztraubensiurephenyl- 
hydrazid ganz gut léslich ist), und dann zwecks Auskristallisation des 
Brenztraubensiurephenylhydrazides erkalten lieBe. Auf diese Weise 
wiirde man wahrscheinlich mit weniger Eisessig und demnach geringerem 
Substanzverlust auskommen, als bei der oben beschriebenen Trennungsart. 
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einer bestimmten Gewichtsmenge reinen Brenztraubensiure- 
phenylhydrazides anzuimpfen und auszuriihren.') SchlieBlich 
kénnte man iiberhaupt statt der nur etwas iiber 1: 1000 
genauen Probe mit Phenylhydrazin nach einer genaueren (viel- 
leicht einer Débnerschen Synthese) sich umsehen. 

Wenn aber auch gar keine freie Brenztraubensiure weder 
im normalen, noch Diabetikerharn nachzuweisen wire, so stande 
damit noch lange nicht fest, ob sie nicht doch noch irgendwie 
versteckt, d. h. mit einem anderen KéGrper ,,verreagiert“ im 
Harn vorliege, da wir es hier mit einer enorm reaktionsfahigen 
Verbindung zu tun haben. 


Vorstehende Arbeit, deren Fragestellung, wie eingangs 
schon erwihnt, sich ohne weiteres aus der Entdeckung des 
Acetaldehydes im Diabetikerharn durch Stepp und Feulgen 
ergibt, wurde von mir im Kinverstandnis mit Herrn Prof. 
Dr. W. Stepp vorlaiufig in Angriff genommen und wird weiter 
von ihm selbst verfolgt werden. 


1) Niiheres iiber diese Methode bei R. Fricke, Ztschr. f. Elektro- 
chemie 26, (1920) S. 150. 


Minster i. Westf, den 15. November 1921. 
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Zur Kenntnis der Thioglucose. 
Von 


Fritz Wrede. 


Aus dem Physiologisch-chemischen Jnstitut der Universitit Tibingen und dem 
Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1921.) 


Vor nunmehr 7 Jahren war es gelungen, bei der Spaltung 
einiger schwetelhaltiger Glucoside ein Spaltstiick als Silbersalz 
zu isolieren, dessen Analyse mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit 
auf einen schwefelhaltigen Zucker hinwies.') Das Auffinden 
der ,,Thioglucose* war als Konstitutionsbeweis der natiirlichen 
Senfélglucoside zu betrachten insofern, als die bis dahin frag- 
liche Verkniipfung des Zuckers mit dem Senfélrest als am 
Schwefelatom gesichert wurde. Die Forme) des Sinigrins 
(myronsauren Kalis), des bekanntesten Vertreters der Senfélgluco- 
side, stellte sich danach folgendermaBen dar’): 

CH,CH=CH.N=C-— S—C,H,,0, . 
bs ,K 

Neben dem Interesse, das die Thioglucose als Mittel zu 
obigem Strukturbeweis fiir sich beanspruchen konnte, schien 
die niihere Kenntnis dieser eigenartigen Verbindung und der 
Vergleich ihrer Derivate mit den entsprechenden der Glucose 
wiinschenswert. Die sehr kleinen Mengen nicht ganz reiner 
Silberverbindungen, die aus den Spaltprodukten der recht kost- 





' Schneider, Clibbens, Hiillweck, Steibelt u. Wrede, 
Chem. Ber. Bd. 47, S. 1260, 2218, 2225 (1914). 

?)Gadamer, Arch. f. Pharm. Bd. 235, S. 47 (1897); Chem. Ber 
Bd. 30, S. 2322 (1897). 
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paren Glucoside gewonnen wurden, reichten natiirlich zu einer 
genauen Charakterisierung, geschweige denn zu einem weiteren 
Studium der Thioglucose nicht aus. Versuche, die Thioglucose 
durch Einwirken von Schwefelwasserstoff auf Glucose zu ge- 
winnen, gaben nicht die erwiinschten Resultate.') Es lieBen 
sich zwar feste, amorphe Silberverbindungen gewinnen, doch 
deutete die naihere Untersuchung darauf hin, daB untrennbare 
Gcemische verschiedener, mehr oder weniger hoch geschwefelter 
Verbindungen vorlagen. 

Es bestand nun die Absicht, aus Acetobromglucose durch 
\msetzen mit Alkalihydrosulfid die acetylierte Thioglucose zu 
vewinnen. Bei der Reaktion bildete sich jedoch unerwarteter- 
weise anstatt des Thioglucoseacetats das Acetat eines schwefel- 
haltigen Disaccharides, das sich dann in noch besserer Aus- 
beute bei der Umsetzung von Acetobromglucose und Kalium- 
sulfid erhalten heB?): 

2C,H,0,(CH,CO),Br + K,8 = [C,H,0,(CH,CO),},S + 2KBr. 

Die bei Verwendung von Kaliumhydrosulfid zu erwartende 
‘Tetraacetylthioglucose bildete sich jedenfalls nicht in nach- 
weisbarer Menge.*) Das erwaihnte Thiodisaccharid so zu spalten, 
daB Thioglucose entsteht, gliickte nicht, da die vielleicht primar 
entstandene, sehr labile Thioglucose durch das hydrolysierende 
Agens gleich weiter zersetzt wird. 

Kin besserer Erfolg konnte von der reduzierenden Spaltung 
eines Disaccharides erwartet werden, bei dem die Briicke 
zwischen den zwei Zuckerresten durch zwei Schwefelatome 
gebildet war. Ein solches Diglucosyldisulfid lie8 sich in Form 
des. Acetats aus Acetobromglucose und Kaliumdisulfid ge- 
winnen.*) In der folgenden Arbeit sollen die Ergebnisse dieser 
Reduktion dargelegt werden. 


ee ne 


) Vgl. auch KE. Fischer, Chem. Ber. Bd. 27, 5. 674 (1894); 
Schneider, Chem. Ber. Bd. 49, S. 1638 (1916); Bd. 52, S. 2131 (1919). 

*) Schneider u. Wrede, Chem. Ber. Bd. 50, 8S. 793 (1917); Wrede, 
Biochem. Zs. Bd. 83, S. 96 (1917). 

5) Der Versuch, durch weiteres Acetylieren des Reaktionsproduktes 
das leicht krystallisierende Thioglucosepentaacetat, das in dieser Arbeit 
(S. 8) beschrieben ist, zu erhalten, miBlang. 

*) Wrede, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1756 (1919). 
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Sowohl das Diglucosyldisulfid als auch sein schén krystalli- 
siertes Octaacetat lassen sich durch nascierenden Wasserstoti 
reduzieren und zwar in saurer, neutraler und alkalischer Lisung: 

(CH,0H—CHOH—CH—CHOH——CHOH—CH),S, + H, 


oa ae 
OU 
= 2CH,OH—CHOH—CH—CHOH——CHOH—CHSH . 
Seine tra 
O 


Der Erfolg der Reduktion war leicht an der Veranderung 
der optischen Aktivitait zu verfolgen. Dabei zeigte sich, dab 
der zu erwartende Kérper, der entweder ein Thioaldehyd oder 
ein Mercaptan sein muBte, durch Luftsauerstoff selbst bei mehr- 
stiindigem Durchleiten durch die wiBrige Lésung nicht wieder 
oxydiert wird. Wohl aber gelang die Oxydation durch Zusatz 
von Wasserstofisuperoxyd, wodurch nach kurzer Zeit anndhernd 
die urspriingliche optische Aktivitiit wieder hergestellt wurde. — 
Die Isolierung der reduzierten Kérper machte zuerst nicht 
unerhebliche Schwierigkeiten. Es wurde deshalb das Reduk- 
tionsprodukt mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat in ge- 
wohnter Weise acetyliert. So gelang es, die prichtig krystalli- 
sierende Pentaacetylthioglucose | 

CH,—CH— CH—CH—CH—CH~ 8 ac 
Oae Oac 0 ac Oac 


iy 


~*O 

zu isolieren.’) Die beste Methode zur Darstellung des Penta- 
acetats war die, die Reduktion des Disulfidoctaacetats in 
kochendem KEssigsiureanhydrid bei Anwesenheit von etwas 
Natriumacetat mit Zinkstaub durchzufihren. So wurde die 
Tetraacetylthioglucose sofort im Entstehen vdllig acetyliert, 
wodurch eine weitere Zersetzung verhindert wurde. Mit dieser 
Methode gelang es, ca. 90°/, der Theorie an Pentaacetylthio- 
glucose aus dem Diglucosyldisulfidacetat zu gewinnen. 

Von der bekannten Pentaacetylglucose gibt es zwei Forme. 
Die Verschiedenheit dieser beiden Verbindungen wird der 








') Die Thioglucose wird hier mit dem y-Oxydring formuliert, wie 
es bei der Glucose selbst ja neuerdings auch meist geschieht. 
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Asymmetrie des Kohlenstoffatoms in der 1-Stellung zugeschrieben. 
Je nach der Darstellungsmethode, aus Essigsiureanhydrid mit 
Natriumacetat als Katalysator einerseits, mit Zinkchlorid anderer- 
seits erhalt man entweder die f- oder die «-Form der Haupt- 
menge nach. — Bei der Acetylierung der Thioglucose konnte 
bisher jedoch nur immer eine Form des Pentaacetats gefaBt 
werden. Auch bei Verwendung von Essigsiureanhydrid und 
Pyridin bei 0°") wurde immer derselbe Acetylkérper ge- 
bildet. 


Bei der Einwirkung von Bromwasserstoff auf die Penta- 
acetylthioglucose in EKisessiglésung erfolgte nicht die Bildung 
von Acetobromglucose, die ja aus Pentaacetylglucose leicht 
entsteht. Die Bindung zwischen dem Kohlenstoff und Schwefel 
ist offenbar ziemlich fest. Da nun bei den f-Thioglucosiden 
(im Gegensatz zu den a«-Thioglucosiden) eine relativ groBe 
Bestindigkeit der C—S-Bindung festgestellt wurde’), und 
andererseits, wie spaiter gezeigt wird, das Silbersalz der Thio- 
glucose und die Tetraacetylthioglucose nur der f#-Reihe zu- 
gehérige Derivate geben, ist es vielleicht erlaubt, das bisher 
bekannte Pentaacetat der Thioglucose auch zu der f#-Reihe 
zu rechnen. 

Nach der Verseifung zeigt das Pentaacetat reduzierende 
Higenschaften. Die Reduktionsfaihigkeit, das Analysenergebnis 
und die Bildung von Phenylglucosazon aus dem verseiften 
Acetylderivat (vgl. S. 13) beweisen, da8B tatsichlich noch die 
Thioglucose, nicht das weitere Reduktionsprodukt, ein Thio- 
hexit, vorliegt. Die Reduktion zum Thiohexit lieB sich nicht 
durchfihren: Selbst bei tagelangem Einwirken von nascierendem 
Wasserstoff in alkalischer Lésung wurde nur die unveranderte 
Thioglucose wiedergefunden. 

Nachdem die giinstigsten Reduktionsbedingungen einmal 
erkannt waren, gelang es denn auch, aus dem Acetat des Di- 
glucosyldisulfids die Tetraacetylthioglucose krystallisiert zu ge- 
winnen. Die Tetraacetylthioglucose, 


') Behrend u. Roth, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 331, S. 364 (1904). 
*) Schneider, Sepp u. Stiehler, Chem. Ber. Bd, 51, S. 222 (1918). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 4 
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CH,—CH—CH—CH—CH——CHSH , 
Oac Oac ~_Oac Oac_~ 


O 

die durch Reduktion mit gut wirkendem Aluminiumamalgam 
in essigsaurer alkoholischer Lésung entsteht, ahnelt sehr der 
Tetraacetylglucose.') Obwohl die krystallisierte Substanz einen 
recht einheitlichen Kindruck machte, zeigte sie sehr hiufig eine 
Differenz im optischen Verhalten. Offenbar existieren von dem 
Kérper zwei verschiedene Formen, die sich leicht ineinander 
umlagern. Bei laingerem Stehen der Lisung an der Luft er- 
folgt Oxydation zum Disulfid zuriick. — Das Tetraacetat zeigt 
starke Reduktionsfahigkeit. Trotz der freien SH-Gruppe 
bildet es mit ammoniakalischem Silbernitrat in alkoholischer 
Lésung kein Silbersalz, wie es die Thioglucose selbst tut. Beim 
Acetylieren entsteht das oben erwihnte Pentaacetat, wobei es 
gleichgiiltig ist, welche Acetylierungsmethode gewahlt wird. — 
LaBt man auf den Ko6rper eine atherische Lésung von Diazo- 
methan einwirken, so erfolgt unter Stickstoffentwicklung eine 
stiirmische Reaktion. Aus der atherischen Liésung krystallisiert 
das Tetraacetat des #-Thiomethylglucosids aus: | 

C,H,0,(CH,CO),SH + CH,N, = C,H,0,(CH,CO),S-CH, + N,. 

Auch sonst erweist sich die SH-Gruppe recht reaktions- 
fahig: So gibt der Kérper beim Erhitzen mit Acetobromglucose 
bei Gegenwart von Silbercarbonat das Acetat des Disaccharides 
Thioisotrehalose: 

C,H,0,(CH,CO),SH +°BrC,H,0,(CH,CO), 

= [C,H,0,(CH,CO),j,S + HBr, 

eine Reaktion, die analog in der Sauerstoffreihe nur sehr un- 
vollkommen durchfihrbar war.) — Mit Phenylhydrazin lied 
sich keine glatte Reaktion auslésen. — Uber weitere Um- 
setzungen des Kérpers hoffe ich spater noch berichten zu kénnen. 

Ebenso wie die Tetraacetylglucose zeigt das Thioderivat 
Mutarotation und zwar wurde diese in Alkohol und in Essigester 
beobachtet. In Acetylentetrachlorid konnte eine solche nicht 





1) Fischer, Delbriick u. Hess, Chem. Ber. Bd. 42, 8. 2776 
(1909); Chem. Ber. Bd. 45, S. 914 (1912). 
*) Fischer u. Delbriick, Chem. Ber. Bd. 42, S. 2776 (1909). 
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festgestellt werden, was vielleicht mit der groBen Umwandlungs- 
geschwindigkeit in diesem Lésungsmittel zusammenhingen mag.) 

Um nun die Thioglucose selbst darzustellen, sind mehrere 
Méglichkeiten gegeben. Man kann sie durch direkte Reduktion 
des Diglucosyldisulfids mit Aluminiumamalgam gewinnen, wobei 
aber ihre Reinigung wegen der Anwesenheit der Aluminium- 
salze einige Schwierigkeiten macht. Besser ist es, sie durch 
Verseifung mit methylalkoholischem Ammoniak aus der leicht 
zuganglichen Pentaacetylthioglucose zu bereiten. Die Thio- 
glucose besitzt Reduktionsvermégen. In waBriger Liésung hat 
sie schwachsaure LKigenschaften. Ihr Geschmack ist un- 
angenehm, etwas siiB. Beim ‘Acetylieren wird nur das eine, 
schon oben erwahnte Pentaacetat erhalten. In 50proz. alko- 
holischer Lésung laBt sich Mutarotation beobachten. 

Um festzustellen, ob bei der Mutarotation vielleicht die 
SH-Gruppe von dem C,-Atom an eine andere Stelle des Mole- 


kiils wandert, wurde die Einwirkung von Phenylhydrazin auf 


die Thioglucose untersucht. In neutraler, waiSrig-alkoholischer 
Lésung konnte in der Kalte eine langsame Entwicklung von 
Schwefelwasserstoff festgestellt werden. Krystallinische Produkte 
lieBen sich nicht fassen. — Mit Phenylhydrazin in essigsaurer 
Lésung erhitzt, gab die Thioglucose reichliche Mengen von 
Phenylglucosazon, das durch Schmelzpunkt und Drehung identi- 
fiziert wurde; dasselbe war vollig frei von Schwefel. — Bei 
dieser Gelegenheit wurde festgestellt, daB auch das Diglucosyl- 
disulfid mit Phenylhydrazin und verdiinnter Essigsiure erhitzt, 
ebenfalls reichlich Phenylglucosazon bildet. 

Die Thioglucose gibt, in alkoholischer Lésung mit ammo- 
niakalischem Silbernitrat versetzt, ein amorphes Silbersalz in 
nahezu quantitativer Ausbeute.”) Das Silber ist zweifellos mit 





1) Versuche zeigten, daB auch Tetraacetylglucose in kiuflichem 
Acetylentetrachlorid sehr viel schneller die Enddrehung erreicht als etwa 
in Alkohol. 

*) Auch das Diglucosyldisulfid gibt unter gleichen Bedingungen 
ein Silbersalz, das ahnliche Zusammensetzung zeigt. Die Bildung erfolgt 
aber hier sehr langsam, die Ausbeute ist keineswegs quantitativ. Offenbar 
erfolgt eine miBige Hydrolyse in der nicht ganz wasserfreien Lésung: 

C,H,,0,;S—SC,H,,0, —-> (©,H,,0,SH + C,H,,0,SOH. 
4* 
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der Hauptvalenz an den Schwefel gebunden. Seltsamerweise 
gibt, wie schon erwihnt, die Tetraacetylthioglucose, bei der 
doch auch die freie SH-Gruppe vorhanden ist, kein Silbersalz. 
Offenbar ist die Anwesenheit freier OH-Gruppen zum Zu- 
standekommen der Reaktion notwendig. Ahnliche Verhiltnisse 
sind ja beim salicylsauren Silber bekannt, wo das Silberatom 
mit der Carboxyl- und der OH-Gruppe in Verbindung steht.:) 
Ich hoffe, bei der Umsetzung des Thioglucosesilbers diese Ver- 
haltnisse noch genauer darlegen zu kénnen. 

Vorerst mége, um die Umsetzungsméglichkeit des Silber- 
salzes zu zeigen, folgende Reaktion angefiihrt werden: 

Die waBrige Lésung des Silbersalzes gibt beim Schiitteln 
mit Jodmethyl eine glatte Umsetzung. In der filtrierten 
Flissigkeit liBt sich das 8-Methylthioglucosid nachweisen (als 
Acetat). «-Methylthioglucosid wurde dabei nicht gefunden. 
Da die Lésung noch miaBige Reduktionsfaihigkeit zeigt, kann 
vielleicht auf die Anwesenheit einer monomethylierten Thio- 
glucose geschlossen werden, von deren Isolierung aber vorerst 
abgesehen wurde. — 


Versuche. 


Zur Darstellung des Ausgangsmaterials, des Diglucosyl- 
disulfidoctaacetats, empfiehlt es sich, die friiher beschriebene 
Methode?) ein wenig abzuindern. Die alkoholische Lésung von 
Kaliumdisulfid wird in der Weise bereitet, daB man zur alko- 
holischen Kaliumsulfidlésung die berechnete Menge Schwefel- 
milch (Sulfur praecipitat.) setzt, die sich fast augenblick- 
lich auflést. Dadurch wird das lingere Kochen der Lésung 
vermieden, bei dem leicht unangenehme Veranderungen ent- 
stehen kénnen. Die so bereitete Kaliumdisulfidlésung wird 
mit der berechneten Menge Acetobromglucose aufgekocht, die 
Flissigkeit dann eine Nacht auf His gestellt. Die Krystalle (A) 
werden abgesaugt, das Filtrat wird im Vakuum zum Sirup 
eingedampft und mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat 
bei 100° 11/, Stunden reacetyliert. Dann wird in Wasser ge- 





1) Karrer, Chem. Ber. Bd. 50, S. 833 (1917); Karrer, Naegeli u. 
Weidmann, Helv. ch. Bd. 2, S. 242 (1919). 
2) Wrede, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1758 (1919). 
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gossen, die ausgefallene Masse nach einigen Stunden abgesaugt 
und aus viel Benzol umkrystallisiert. Die Krystalle werden- 
mit der Fraktion A vereinigt und durch weitere Krystallisation 
aus Benzol, zuletzt aus Methylalkohol gereinigt. Ausbeute aus 
20 g Acetobromglucose 6 g. 


Pentaacetylthioglucose. 


1 g des Diglucosyldisulfids wird in 1 com Wasser gelést, 
dazu wird 1 ccm KEisessig und 18 ccm Alkohol gesetzt. Die 
klare Lésung wird mit ca. 2 g Aluminiumamalgam etwa 
20 Minuten leicht geschiittelt. Eine jetzt filtrierte Probe zeigt 
eine kaum merkliche optische Aktivitéat. (Beim Versetzen mit 
etwas Wasserstoffsuperoxyd wird rasch eine starke Links- 
drehung erzeugt. [a], des Diglucosyldisulfids = — 144%. Die 
Lésung wird nun im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
wird mit der etwa 8fachen Menge Essigsiureanhydrid und 
etwas Natriumacetat 1 Stunde bei 100° acetyliert. Nach Ein- 
gieBen in Wasser bilden sich schéne, weibe Krystalle, die, aus 
Methylalkohol umkrystallisiert, den Schmelzp. 121° zeigen. — 
Dieselbe Substanz wird erhalten bei der Acetylierung mit 
Kssigsdureanhydrid und Zinkchlorid oder Pyridin. — Eine 
sehr gute Ausbeute an dem Pentaacetat gibt folgende Methode: 
5g des Diglucosyldisulfidacetats werden mit 15 ccm Kssig- 
siureanhydrid und etwa 1 g wasserfreiem Natriumacetat auf- 
gekocht und allmahlich im Verlauf von etwa 15 Minuten mit 
etwa 10 g Zinkstaub versetzt, waihrend die Fliissigkeit leicht 
weiter siedet. Es wird dann heiB abgesaugt, der Zinkstaub 
wird mit etwas warmem Wisessig ausgewaschen; das ganze 
Filtrat wird in etwa 50 ccm kaltes Wasser gegossen. Beim 
Reiben erstarrt die Fliissigkeit von dem auskrystallisierenden 
Pentaacetat. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Methyl- 
alkohol ist die Substanz rein. Ausbeute 4,7 g. 


4,877 mg : 8,480 mg CO, + 2,45 mg H,O; 5,516 mg: 9,600 mg CO, 
+ 2,70 mg H,O; 0,2128 g: 0,1207 g BaSO,; 0,1996 g : 0,1129 g 
BaSQ,. 

C,¢H920,,8 (406,2) Ber. 47,279, C 5,46, H 7,89, S 
Gef. 47,42 5,62 7,79 
47,47 5,48 7,17 
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Molekulargewichtsbestimmung: I. 0,3035 g in 8,460 g 
‘Benzol: A = 0,465. II. 0,1510 g in 9,410 g Benzol: A = 0,207. 
Mol.-Gew.: Ber. 406. Gef. 394, 395. 


Optisches Verhalten: I. 0,0481 g mit Essigester zu 5 com 
gelést, zeigen im 2dm-Rohr ¢@ =+0,03% [a], =-+ 1,56°. 
Il. 0,1827 g in Essigester zu 5 com gelést, zeigen im 2dm- 
Rohr « =+-0,12° [a@],14 =+ 1,64° 


Eine Bestimmung der Acetylgruppen gibt ungenaue Werte, 
da die freigewordene ‘Thioglucose selbst saure Reaktion zeigt: 

0,500 g Substanz werden mit 20,0 ccm n/2-Natronlauge 
24 Stunden behandelt. Verbraucht sind dann 14,35 ccm n/2- 
Lauge = 86,1°/, Essigsiure. Berechnet fiir 5 Acetylgruppen 
werden 73,9°/, Essigsaure. 

Das Pentaacetat bildet weiBe, derbe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 121°. Es ist in heiBem Alkohol, Benzol, Essigester und 
Chloroform leicht léslich, nur miBig léslich in kaltem Athy]l- 
und Methylalkohol, doch immerhin viel leichter als das Di- 
glucosyldisulfid. In Wasser lést es sich kaum. Fehlinglésung 
wird nicht ohne weiteres reduziert, erst nach kurzem Kochen 
entsteht Verfirbung. Lost man aber etwas Substanz in 50proz. 
Essigsiure, setzt einen Tropfen Salzsiure hinzu und erhitzt 
1/, Stunde auf dem Wasserbade, so wird Fehlinglésung kriftig 
unter Abscheidung von Kupferoxydul reduziert. Auch eine 
sodaalkalische Indigocarminlésung verliert leicht die Farbe 
beim Kochen mit dem Pentaacetat. Mit alkaiischer Bleilésung 
entsteht in der Hitze Bleisulfid. — Wie schon erwihnt, gelingt 
es nicht, Acetobromglucose nach Kinwirkung von Bromwasser- 
stoff-Kisessig zu isolieren. 


Tetraacetylthioglucose. 


Entsteht aus dem Octaacetat des Diglucosyldisulfids durch 
Reduktion mit gut wirkendem Aluminiumamalgam. 2 g des 
Octaacetats werden in 18 ccm absolutem Alkohol gelist. Nach 
Zugabe von 2 ccm 50proz. Essigsiure und etwa 1 g Alumi- 
Ajumamalgam wird 25 Minuten sanft geschiittelt. Die Tem- 
peratur wird zweckmaBig unterhalb von 25° gehalten. Es wird 
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dann durch Kieselgur abgesaugt, im Vakuum auf etwa 5 ccm 
eingedampit und 24 Stunden in Eis gestellt. Beim Kratzen 
der GefiBwandung krystallisiert das Tetraacetat in dicken, 
derben Massen aus. Ks wird abgesaugt und aus 80proz. 
warmen Methylalkohol durch Abkiihlen in Kis umkrystallisiert. 
Ausbeute etwa 1,2 g. 


6,017 mg: 10,220 mg CO, + 3,00 mg H,O; 5,361 mg: 9,10 mg 
OO, <- 2,57 H,O; 0,2061 g: 0,1291 g BaSQ,. 

C,4H,.0,5 (364,2) Ber. 46,139/,C 5,538% H = 8,80%/, 8 

Gef. 46,32 5,58 8,61 
46,30 5,37 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,1715¢ in 7,588 g Benzol. 
A = 0,315°, 

Mol.-Gew.: Ber. 364. Gef. 366. 

Optisches Verhalten: Der Kérper zeigt in Alkohol (auch 
in absolutem), sowie in KEssigester Mutarotation. Dagegen 
konnte in kauflichem Acetylentetrachlorid keine solche be- 
obachtet werden. 


I. 0,1658 g in 90proz. Alkohol auf 5 ccm gelést, zeigen 
im 2dm-Rohr nach 3/, Stunde « = — 0,90°. Enddrehung nach 
7 Tagen: « = — 0,45. [a], =— 13,57° bis — 6,78°. 

Il. 0,4073 g in Acetylentetrachlorid auf 5 ccm gelést, 
zeigen im 2dm-Rohr: «@=-+0,08% [e],*=+0,5°% Die 
Drehung bleibt wihrend 5 Tagen unveriandert. 


Die Tetraacetylthioglucose schmilzt bei 75°. Sie lést sich 
leicht in warmem Alkohol, Ather, Chloroform, Benzol und 
Acetylentetrachlorid, schwerer in verdiinntem Alkohol und in 
heiBem Wasser. Fehlinglésung wird schon in der Kalte ver- 
indert, beim Kochen entsteht ein dunkel gefirbter Niederschlag. 
Sodaalkalische Indigolésung wird kraftig entfirbt. Wird die 
alkoholische Lisung mit ammoniakalischem Silbernitrat ver- 
setzt, so bildet sich keine Spur eines unléslichen Silbersalzes. — 
Beim langeren Stehen einer Lésung in der Luft erfolgt lang- 
same Oxydation, die sehr schnell verliuft, wenn etwas Wasser- 
stofisuperoxyd zugesetzt wurde. Es la8t sich dann das Di- 
sulfidacetat fast quantitativ gewinnen. Eine Lésung in 50proz. 
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Alkohol entwickelt mit Phenylhydrazin langsam Schwefelwasser- 
stoff; ein krystallinisches Produkt konnte dabei nicht isoliert 
werden. Beim vdélligen Acetylieren bildet sich immer nur das 
eine Pentaacetat vom Schmelzp. 121°. — Wird der Kérper mit 
Diazomethan in Atherischer Lisung itibergossen, so erfolgt 
heftige Stickstoffentwicklung unter Bildung des ‘Tetraacetyl-f- 
Methylthioglucosids: 1 g der Tetraacetylthioglucose wird mit 
einem Uberschu8 frisch dargestellter, itherischer Diazomethan- 
lésung tibergossen. Nach 1/, Stunde Stehen wird der Ather 
verdampft. Es hinterbleiben derbe Krystalle, die, aus Methy|- 
alkohol umkrystallisiert, den Schmelzp. 95° zeigen. 

0,1974 g: 0,1289 g BaSQ,. 

C,5H30,S (378,3) Ber. 8,629/,S Gef. 8,48, S. 

0,1638 g in Acetylentetrachlorid zu 5 ccm gelést, zeigen 
im 2dm-Robr « = — 1,06. [a@],}® = — 16,189.) 

Mit Acetobromglucose bei Gegenwart von Silbercarbonat 
entsteht aus der Tetraacetylthioglucose das Acetat der Thio- 
isotrehalose: Gleiche eile Acetobromglucose und Tetraacetyl- 
thioglucose werden in etwas Benzol gelést und mit ungefih: 
einem halben Gewichtsteil trockenem, frisch dargestelltem Silber- 
carbonat versetzt. Das Kélbchen wird dann auf dem kochenden 
Wasserbade nach dem Verdampfen des Benzols noch etwa 
1/, Stunde weiter erhitzt. Dann wird der Riickstand mit 
heiBem Alkohol aufgenommen. Nach dem Filtrieren durch 
Kieselgur wird abgekihlt, wobei das Octaacetat der Thioiso- 
trehalose in den charakteristischen Nadeln vom Schmelzp. 174" 
auskrystallisiert. 


Thioglucose. 


Die Thioglucose entsteht durch Reduktion des Diglucosy!- 
disulfids in essigsaurer 95proz. alkoholischer Lésung mit Alu- 
miniumamalgam oder auch mit Natriumamalgam. Falls mit 
Aluminiumamalgam gearbeitet wurde, wird nach der Reduktion 
mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, vom Aluminium- 


') Schneider u. Stiehler fanden: Fp. 93°, [a], =— 14,67° in 
Acetylentetrachlorid. Das «-Derivat zeigt {a}, =+ 150°. (Chem. 
Ber. 51,220.) : 
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hydroxyd durch Filtration durch ein Kieselgurfilter abgetrennt, 
und die Thioglucose mit Ather gefallt. Nach dieser Dar- 
stellungsart ist sie jedoch nicht ganz asche- und stickstofffrei. — 
Um zu priifen, ob die Reduktion iiber Thioglucose weiter bis 
zum Thiohexit gefiihrt werden kann, wird mit Natriumamalgam 
48 Stunden reduziert, dann im Vakuum eingedampft und der 
Riickstand acetyliert: Es konnte nur das Pentaacetat der Thio- 
glucose vom Schmelzp. 121° und dem fast unmerklichen op- 
tischen Drehungsvermégen gefaBt werden. — 

Zur Darstellung reiner Thioglucose verfihrt man zweck- 
maBig so, daB man das Pentaacetat verseift. 5 g Pentaacetyl- 
thioglucose werden mit etwa 30 ccm absolutem Methylalkohol, 
der bei 0° mit Ammoniak gesittigt war, iibergossen. Hs er- 
folgt bald Lésung. Nach 12 Stunden Stehen auf Eis wird im 
Vakuum eingeengt, mit absolutem Athylalkohol bis zur eben 
beginnenden Triibung und mit etwa dem gleichen Volum 
trockenen Athers versetzt. Die Thioglucose setzt sich als 
weiBes Pulver ab. Die klare Fliissigkeit wird dekantiert, der 
Bodensatz mit trockenem Ather nachgewaschen und in dem- 
selben GefiB im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
Die Thioglucose laBt sich so als ein schénes weiBes Pulver ge- 
winnen, das allerdings vor Luftfeuchtigkeit geschiitzt werden 
mu, da es stark hygroskopisch ist. 

0,0926 g: 0,1080 g BaSQ,. 

C,H,.0;8 (196,2). Ber. 16,35°/,S Gef. 16,02%,S 
Die Lésung in 50proz. Alkohol zeigt Mutarotation: 0,1123 g 
auf 5 ccm aufgefillt, zeigen im 2 dm-Rohr 
nach 20 Stunden a = — 0,38 
~ jo a = — 0,20 
= 2Tagen «= 0 
_ ow a == -|- 0,65 
— oe a = + 1,05 
a a a =-+ 1,05 
[|p = -+- 23° (Enddrehung). 

Die vielfachen Versuche, die Thioglucose krystallisiert. zu 
gewinnen, waren bisher ohne Erfolg. Nach tagelangem Trocknen 
iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum sintert der amorphe K6rper 
bei ca. 70° zusammen und schiumt bei etwa 105° auf. Trocknen 
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im Vakuum bei héherer Temperatur bedingt leicht Abspalten 
von Schwefelwasserstofi. — Die Lislichkeit der Thioglucose 
in den verschiedenen Liésungsmitteln ist ganz ihnlich der der 
Glucose. Der Geschmack ist unangenehm, kaum sib. — 
Fehlinglésung farbt sich schon in der Kalte griinlich und ver- 
liert an Intensitét der Firbung. Beim Erhitzen ist diese Ver- 
anderung noch ausgesprochener. Zu einer Abscheidung von 
Kupferoxydul kommt es aber nicht. Erst wenn die Thioglucose 
durch Kochen mit Saiure gespalten und vom Schwefelwasser- 
stoff befreit ist, verliuft die Reduktion wie iiblich. Soda- 
alkalische Indigocarminlésung wird ohne weiteres in der Hitze 
entfirbt. — Durch verdiinnte Sauren und Laugen wird beim 
Kochen die Thioglucose leicht gespalten. 

Beim Acetylieren entstand bisher immer nur das Penta- 
acetat vom Schmelzp. 121°. Beim Stehen mit Phenylhydrazin 
in der Kalte entwickelt sich langsam Schwefelwasserstoff. Beim 
Erhitzen mit diesem Reagens in essigsaurer Lésung bilden sich 
reichliche Mengen Phenylglucosazon, das durch seinen Schmelz- 
punkt und seine optischen Higenschaften identifiziert wurde. 
Das aus der heiBen Lésung auskrystallisierte Osazon enthielt 
zuerst noch allerhand Verunreinigungen, die sich durch Waschen 
mit Alkohol leicht entfernen lieBen. 


Silbersalz der Thioglucose. 


Zur Darstellung des Salzes wird zweckmaBig das Penta- 
acetat der Thioglucose mit methylalkoholischem Ammoniak 
verseift (0°, 12 Stunden). Dann wird im Vakuum eingedampit, 
bis die Hauptmenge des Ammoniaks entfernt ist. Nachdem 
etwa das gleiche Volum 15proz. Athylalkohols zugesetzt ist, 
wird unter lebhaftem Riihren mit einer alkoholischen am- 
moniakalischen Silberoxydlésung versetzt, solange noch eine 
Fallung entsteht. Dann wird abgesaugt, mit Alkohol nach- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. 


6,670 mg: 5,820 mg CO, + 2,40 mg H,O; 0,1360 g: 0,0870 g AgBr 
+ 0,0946 g BaSO,. 
©,H,,0,SAg (308). Ber. 23,76°/,C  3,66°/,H  35,60°/, Ag 10,58°/, 8 
Gef. 23,80 4,02 36,75 9,55 
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Der Kérper stellt ein weiBgelbes, nicht hygroskopisches, 
amorphes Pulver dar, das im Licht ziemlich bestindig ist. In 
Wasser ist es leicht mit schwachgelber Farbe klar léslich. 
Kin anderes Lésungsmittel wurde nicht gefunden. Durch 
Schwefelwasserstoff oder auch durch Salzsiure wird das Silber 
ausgetallt, wobei Thioglucose frei wird. —- Das Silbersalz laBt 
sich mit Jodmethyl umsetzen: Etwa 1 g des Silbersalzes wird 
in 20 ccm Wasser gelést und mit 1 ccm Jodmethyl einige 
Stunden geschiittelt. Danach ist das Filtrat frei von Silber; 
es gibt erst nach lingerem Stehen mit einer Sublimatlésung 
(event. bei Zusatz von etwas Salzsiure) einen leichten Nieder- 
schlag, auch gibt es beim Kochen mit 1 proz. Salzsiure keinen 
Mercaptangeruch. Dies spricht gegen das Vorhandensein von 
a-Methylthioglucosid. — Beim Kochen mit stairkerer Salzsaiure 
(10proz.) macht sich kriftiger Mercaptangeruch bemerkbar, 
wodurch die Anwesenheit von #-Methylthioglucosid wahrschein- 
lich gemacht ist. -—- Das Filtrat vom Jodsilber reduziert maBig 
stark Fehlinglésung. Nach dem Kochen mit Salzsiure wird 
die Reduktionsfihigkeit wesentlich verstirkt. Neben dem ver- 
muteten #-Methylthioglucosid muB noch ein reduzierender 
Kérper vorhanden sein, mutmaBlich eine Monomethylthioglucose. 
— Die Isolierung des f-Methylthioglucosids gelang in Form 
des Tetraacetats, Die vom Jodsilber abfiltrierte Fliissigkeit 
wird im Vakuum eingedampft und mit Essigsiureanhydrid und 
Natriumacetat acetyliert (100°, 2 Stunden). Nach HingieBen 
des Gemisches in Wasser krystallisiert das Tetraacetat des 
3-Methylthioglucosids bald aus. Es wurde durch den Schmelz- 
punkt, Mischschmelzpunkt und durch das optische Verhalten 
identifiziert. 











Uber Darmsaccharase. 
Von 
EK. Knaffl-Lenz. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm ) 


(Der Redaktion zugegangen am 9%. Dezember 1921.) 


Die zahlreichen Untersuchungen iiber die rohrzuckerspal- 
tende Wirkung des Darmsaftes, bzw. der Darmschleimhaut, 
haben zu widersprechenden Resultaten gefiihrt. Wiahrend alle 
Autoren die invertierende Wirkung der Darmschleimhaut_ be- 
stitigen, konnten die meisten eine invertierende Wirkung des 
Darmsaftes nicht konstatieren. In jiingster Zeit haben von 
Euler und Svanberg!) diese Frage wieder einer experimen- 
tellen Untersuchung unterzogen. Sie benutzten fiir ihre Ver- 
suche sowohl Glycerinextrakte aus Schweinsdarm, die sich als 
sehr wenig wirksam erwiesen, als auch wiBrige Extrakte aus 
frischem Menschendarm, die wesentlich stiirkere Wirkung zeigten. 
Aus ihren Untersuchungen geht hervor, daB die optimale Aci- 
ditat fiir die Darmsaccharase gegeniiber der der Hefesaccharase 
nach der alkalischen Seite hin verschoben ist, und daB diese 
beiden Saccharasen daher nicht identisch sind. Sie konstatierten 
auch, daB das Darmenzym durch Autolyse teilweise zerstirt 
werde. 

Die Tatsache, daB Darmschleimhaut Rohrzucker invertiert, 
der reine Darmsaft hingegen nicht, kénnte nach diesen Autoren 
darin eine Erklarung finden, daB die Darminvertase analog der 
Hefeinvertase als Endoenzym wirkt, d.h. daB sie nur an der 


oe 


1) y. Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 115, S. 43 (1921); Myr- 
beck, a. a. O., Bd. 115, S. 68 (1921). 
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Grenzschichte der Zellen, in diesem Falle der Lieberkiihn- 
schen Driisen, zur Wirkung gelangt und nicht in die Darm- 
fliissigkeit iibergeht. Unter Zugrundelegung der wirksamen 
Oberfliche der Lieberkiihnschen Driisen und der Reaktions- 
geschwindigkeit ergibt eine Berechnung, analog wie dies bei 
der Hefe durchgefiihrt wurde, daB diese Kontaktwirkung fir 
eine vollstindige Inversion der fiir gewéhnlich in Betracht 
kommenden Rohrzuckermengen im Darm geniigen wiirde und 
eine Sekretion von Invertase in den Darm hierfiir nicht un- 
bedingt notwendig wire. 


Diese Auffassung sté8t vom histologischen Gesichtspunkt 
aus insofern auf Bedenken als man bei Becherzellen, aus denen 
die Lieberkiihnschen Driisen bestehen, doch eine tatsachliche 
Sekretion annehmen muB. 


Zur Klairung dieser Frage mégen im Folgenden einige 
Versuche am _ iiberlebenden Kaninchendarm wiedergegeben 
werden. 


Kaninchen wurden aus der Karotis entblutet, der Diinn- 
darm rasch herausgenommen, der Inhalt vorsichtig ausgestreift 
bzw. ausgespilt. Gleich lange Darmstiicke, die mit ca. 10°/, 
Rohrzuckerlésung gefillt und an beiden Enden zugebunden 
waren, wurden in sauerstoffdurchstrémten Ringerlésungen sus- 
pendiert und im Wasserthermostaten auf konstante Temperatur 
gehalten. Nach ca. 2 Stunden wurde der Inhalt filtriert, zum 
Abbruch der Inversion und Verhinderung der Multirotation mit 
der gleichen Menge 3°/,-Sodalésung vermischt und die Drehung 
der Polarisationsebene bestimmt. Die Konstanten sind in der 
iiblichen Weise nach der Formel x = log rte berechnet. 
Die Unendlichkeitswerte konnten experimentell nicht festgestellt 
werden, da die zuckerhaltige Darmfliissigkeit sich bei langerem 
Stehen im Brutschrank trotz Toluolzusatz so stark triibte, daB 
sie sich trotz mehrfacher Filtration zur Bestimmung der Po- 
larisation nicht eignete. Kin weiteres Fortschreiten der In- 
version des herausgenommenen Darminhaltes konnte in allen 
Fallen beobachtet werden. Die Unendlichkeitswerte sind daher 


aus den Anfangswerten fiir die Ablesetemperatur von 17° be- 






































Uber Darmsaccharase. 


Von 
E. Knaffl-Lenz. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm ) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1921.) 


Die zahlreichen Untersuchungen iiber die rohrzuckerspal- 
tende Wirkung des Darmsaftes, bzw. der Darmschleimhaut, 
haben zu widersprechenden Resultaten gefiihrt. Wahrend alle 
Autoren die invertierende Wirkung der Darmschleimhaut be- 
statigen, konnten die meisten eine invertierende Wirkung des 
Darmsaftes nicht konstatieren. In jiingster Zeit haben von 
Euler und Svanberg') diese Frage wieder einer experimen- 
tellen Untersuchung unterzogen. Sie benutzten fiir ihre Ver- 
suche sowohl Glycerinextrakte aus Schweinsdarm, die sich als 
sehr wenig wirksam erwiesen, als auch wiBrige Extrakte aus 
frischem Menschendarm, die wesentlich stirkere Wirkung zeigten. 
Aus ihren Untersuchungen geht hervor, daB die optimale Aci- 
ditat fiir die Darmsaccharase gegeniiber der der Hefesaccharase 
nach der alkalischen Seite hin verschoben ist, und daB diese 
beiden Saccharasen daher nicht identisch sind. Sie konstatierten 
auch, daB das Darmenzym durch Autolyse teilweise zerstirt 
werde. 

Die Tatsache, daB Darmschleimhaut Rohrzucker invertiert, 
der reine Darmsaft hingegen nicht, kénnte nach diesen Autoren 
darin eine Erklarung finden, daB die Darminvertase analog der 
Hefeinvertase als Endoenzym wirkt, d.h. daB sie nur an der 





1) y. Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 115, S. 43 (1921); Myr- 
beck, a. a. O., Bd. 115, S. 68 (1921). 
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Grenzschichte der Zellen, in diesem Falle der Lieberkiihn- 
schen Driisen, zur Wirkung gelangt und nicht in die Darm- 
fliissigkeit iibergeht. Unter Zugrundelegung der wirksamen 
Oberflache der Lieberkiihnschen Driisen und der Reaktions- 
geschwindigkeit ergibt eine Berechnung, analog wie dies bei 
der Hefe durchgefiihrt wurde, da8 diese Kontaktwirkung fiir 
eine vollstandige Inversion der fiir gewéhnlich in Betracht 
kommenden Rohrzuckermengen im Darm geniigen wiirde und 
eine Sekretion von Invertase in den Darm hierfiir nicht un- 
bedingt notwendig wire. 


Diese Auffassung stéBt vom histologischen Gesichtspunkt 
aus insofern auf Bedenken als man bei Becherzellen, aus denen 
die Lieberkiihnschen Driisen bestehen, doch eine tatsachliche 
Sekretion annehmen muB. 


Zur Klarung dieser Frage mégen im Folgenden einige 
Versuche am _ iiberlebenden Kaninchendarm wiedergegeben 
werden. 


Kaninchen wurden aus der Karotis entblutet, der Diinn- 
darm rasch herausgenommen, der Inhalt vorsichtig ausgestreift 
bzw. ausgespiilt. Gleich lange Darmstiicke, die mit ca. 10°/, 
Rohrzuckerlésung gefillt und an beiden Enden zugebunden 
waren, wurden in sauerstoffdurchstrémten Ringerlésungen sus- 
pendiert und im Wasserthermostaten auf konstante Temperatur 
gehalten. Nach ca. 2 Stunden wurde der Inhalt filtriert, zum 
Abbruch der Inversion und Verhinderung der Multirotation mit 
der gleichen Menge 3°/,-Sodalésung vermischt und die Drehung 
der Polarisationsebene bestimmt. Die Konstanten sind in der 


iiblichen Weise nach der Formel x = ; log ute 
Die Unendlichkeitswerte konnten experimentell nicht festgestellt 
werden, da die zuckerhaltige Darmfliissigkeit sich bei lingerem 
Stehen im Brutschrank trotz Toluolzusatz so stark triibte, daB 
sie sich trotz mehrfacher Filtration zur Bestimmung der Po- 
larisation nicht eignete. Kin weiteres Fortschreiten der In- 
version des herausgenommenen Darminhaltes konnte in allen 
Fallen beobachtet werden. Die Unendlichkeitswerte sind daher 


aus den Anfangswerten fiir die Ablesetemperatur von 17° be- 
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rechnet. Die sich daraus ergebenden Konstanten diirften daher 
nicht absolut richtig sein, da die Endwerte sicher zu hoch 
waren. Wahrend der Versuchsdauer diirfte ein geringer Teil 
des invertierten Zuckers resorbiert, oxydiert und allenfalls auch 
von Bakterien verbraucht worden sein. Die Ringerlésungen, 
in denen die Diairme suspendiert waren, zeigten am Ende des 
Versuchs keine Drehung der Polarisationsebene, eine nennens- 
werte Diffusion des Zuckers fand daher nicht statt. Die Volum- 
zunahme des Darminhalts wurde durch Volummessung oder 
Gewichtsbestimmung des Darms samt Inhalt bei Beginn und 
am Ende des Versuchs festgestellt. Trotz dieser experimen- 
tellen Mangel sind die Versuchsergebnisse untereinander gut 
vergleichbar, da sie unter denselben Bedingungen angestellt 
wurden und die Versuchsfehler die gleichen waren. 


Versuch I. 


Zwei Diinndarmstiicke von 35 cm Linge, das erste vom 
Anfangsteil, das zweite von der Mitte des Jejunums, wurden 
mit der Zuckerlésung einmal durchspilt und mit je 25 ccm 
ca. 10°/,-Zuckerlésung gefillt und in je 100 ccm sauerstoff- 
durchstrémter Ringerlésung bei konstanter Temperatur von 33° 
suspendiert. Das Kaninchen, von dem dieser Darm stammte, 
hatte im Laufe von 4 Wochen drei intravenése Injektionen 
einer hochwertigen Hefesaccharase erhalten. 




















stiick Minuten Drehung ‘ 
1 0 0,86° | 0,00185 
120 + 0,40° 
oD — 0,31° 
0 0,86° 
2 150 + 0,35° 0,00166 
o-0) — 0,31° 
Versuch II. 


Vier aufeinanderfolgende Diinndarmstiicke eines nicht vor- 
behandelten Kaninchens wurden in der beschriebenen Art mit 











Uber Darmsaccharase 638 


é 


je 15 ccm Zuckerlésung gefillt und in je 100 ccm sauerstoff- 
durchstrémter Ringerlésung suspendiert, Temp. 37°. Darm- 
stick 1 wurde vor der Fiillung einmal mit Zuckerlésung durch- 
spilt, die anderen Darmstiicke ohne vorhergehende Spiilung 
gefullt. Der Darminhalt hatte am Ende des Versuchs um 
ca. 1 com zugenommen. i, ist ohne, 2, mit Bericksichtigung 
dieser Konzentrationsinderung berechnet. 





Darm- Zeit 














tk! ae m ks 

1 0 0,86 ° 0,00132 0,00141 
105 + 0,54° 

2 0 0,86° 0,00278 0,00293 
115 + 0,25° 

3 0 0,86° | 0,00268 | 0,00283 
125 + 0,23° 

4 a 0,86° | 0,00260 | 0,00274 
128 + 0,25° 
w — 0,31° 
@ — 0,27° 
korr 

Versuch III. 


Fiir diesen Versuch wurden in der beschriebenen Weise 
finf aufeinanderfolgende Jejunumstiicke eines Kaninchens, das 
mit hoch wirksamer Hefeinvertase vorbehandelt war, verwendet. 
Darmstiick 1 wurde einmal mit Ringerlésung und einmal mit 
Zuckerlésung, die iibrigen Darmstiicke nur einmal mit Zucker- 
lésung vor der Fiillung durchspilt. Bei Darmstiick 2 war 
sowohl Ringer- als auch Zuckerlésung mit Chloroform gesittigt, 
auBerdem wurde die Ringerlésung bei diesem Darmstiick nicht 
mit Sauerstoff durchstrémt, Temp. 36°. 








Darm- Zeit ine k k Gewichts- 
stiick | Minuten 8 . " zunahme 
1 0 0,44° 0,00085 0,00088 2,6 ¢ 

132 + 0,30° 
9 0 0,44° 0,00140 0,00143 0,6 g 
+0,20° 
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Darm- Zeit Gewichts- 
stiick | Minuten emg * hs zunahme 
3 0 0,44° 0,00174 0,00182 2,5 g 

165 + 0,15° 
4 0 0,44° 0,00159 0,00166 lig 
140 + 0,20° 
5 0 0,44° 0,00153 0,00160 14¢ 
145 0,20° 
© — 0,16° 
co — 0,14° 
korr. 

















Diese drei Versuchsreihen zeigen, daB der iiberlebende 
Darm die Fahigkeit besitzt, Rohrzucker zu invertieren. Die 
Geschwindigkeitskonstante ist von derselben Gré8enordnung, 
wie sie v. Euler und Svanberg mit zerschnittenem Schweins- 
darm erhalten haben. Aus Versuch II und III geht jedoch 
hervor, daB eine einmalige Durchspilung des Darms vor der 
Einfillung der Zuckerlésung die Reaktionsgeschwindigkeit un- 
gefahr auf die Hialfte herabsetzt. Nach zweimaliger Durch- 
spiilung sinkt die Konstante in Versuch ill 1 auf 0,00085 
gegeniiber 0,00278 in Versuch II 2, wo nicht durchspiilter 
Darm zur Verwendung kam. Es muB daher im Darmlumen 
Invertase vorhanden gewesen sein, die vorher sezerniert wurde. 
DaB die Sekretion aber keine bedeutende ist, ersieht man 
aus dem geringen Unterschiede der Inversionsgeschwindigkeit 
zwischen dem narkotisierten, nicht atmenden Darm und dem 
normalen iiberlebenden Darm. 


Fiir die verschiedenen Befunde iiber die invertierende 
Wirkung von Darmschleimhaut und Darmsaft kann daher die 
Erklarung dafiir nicht darin liegen, daB Invertase nicht sezer- 
niert wird und nur als Endoenzym wirkt. Die negativen Re- 
sultate mit Darmsaft beruhen méglicherweise darauf, daB die 
Invertase durch die proteolytischen Fermente rasch zerstért 
wird und daB fiir die Sekretion der Darminvertase Rohrzucker 
den adiquaten Reiz bildet. 


In Versuch I und III] wurden Dirme von Kaninchen ver- 
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wendet, die zwecks anderer Untersuchungen mit hoch wirk- 
samen Hefesaccharasepraparaten intravenés vorbehandelt waren. 
Diese Vorbehandlung hatte keine EKinwirkung auf die Darm- ie 
invertase. Daraus laB8t sich aber nicht der SchluB ziehen, daB 1 
Hefeinvertase nicht identisch ist, da es, wie in einer weiteren a. 
Arbeit gezeigt werden soll, nicht gelang, durch Immunisierung 
eine wirksame Antiinvertase zu erhalten. 
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Uber das Histopepton. 
Von 


K. Felix. 


(Aus dem Institut fir EiweiSforschung [Stiftung Fritz Behringer] Universita 
Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1921.) 


Das Histopepton ist ein peptonartiger Kérper, der aus 
dem Histon bei Verdauung mit Pepsinsalzsiure entsteht. Er 
wurde von Kossel?) unter den Verdauungsprodukten des Histons 
aus Kalbsthymus aufgefunden, und seine Kigenschaften und 
Zusammensetzung bestimmt. Die Frage, ob es sich um einen 
einheitlichen Kérper oder ein Gemisch von Substanzen handelt, 
muBte damals offen gelassen werden. Spater wurde es dann 
noch einmal von anderer Seite im hiesigen Laboratorium dar- 
gestellt und dabei Praparate von wechselnder Zusammen- 
setzung erhalten. Aus den jetzigen Untersuchungen, die wieder 
am Histopepton aus Kalbsthymus vorgenommen wurden, geht 
aber hervor, daB wahrscheinlich zum mindesten dieses ein ei- 
heitlicher Kérper ist: die Bestimmungen der Hexonbasen hat 
Zahlen ergeben, die mit den von Kossel gefundenen gut iiber- 
einstimmen; auBerdem ist es nicht gelungen, weder durch frak- 
tioniertes Aussalzen, noch durch Fallen mit Silberbaryt bei 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration andere Stoffe ab- 
zutrennen. 

Histon aus Kalbsthymus wurde 10 Tage mit Pepsin- 
salzsiure verdaut. Aus dem Verdauungsgemisch wurde das 
Histopepton bei schwach alkalischer Reaktion mit Natrium- 





1) Kossel u. Pringle, Diese Zs. Bd. 49, 8. 8301—321 (1906). 











Uber das Histopepton. 67 


pikrat gefallt. Der Niederschlag wurde von der Pikrinsiure 
befreit und zur weiteren Reinigung mit dem Silberbarytver- 
fahren behandelt. Dabei wurde ein Kérper abgetrennt, der 
mit Phosphorwolframsaure fallbar ist und mit Pikrinsaiure einen 
schmierigen Niederschlag gibt; dié Biuretreaktion war negativ. 
Es wurde so wenig erhalten, daB eine eingehendere Unter- 
suchung nicht mdglich war. Die Anwesenheit dieses Kérpers 
in dem Pikratniederschlag erklart den Unterschied in den 
Analysen des Histopeptons, das mit Natriumpikrat allein ge- 
fallt, und desjenigen, das auBerdem noch mit Silberbaryt 
behandelt wurde, worauf Kossel bereits aufmerksam ge- 
macht hat. 

Auffallend ist bei dem Histopepton der hohe Gehalt an 
Lysinstickstoff (13—16°/,). Eine genauere Untersuchung der 
,Lysinfraktion“ zeigte auch, daB der Lysinstickstoff, der sich 
aus der Menge des Lysinpikrates ergibt, kleiner ist als der 
Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl bestimmt), aber gleich dem 
freien Aminostickstoff dieser Fraktion ist. Es muB also neben 
dem Lysin mit der Phosphorwolframséure noch eine Substanz 
cefallt werden, die wenig oder gar keinen freien Aminostick- 
stoff enthilt. 


Experimentelles. 


Darstellung des Histons aus Kalbsthymus. Die 
fir die Untersuchung notwendige Menge Histon wurde nach 
dem folgenden Verfahren nach und nach dargestellt. Die 
frischen Organe wurden von Bindegewebe, Muskulatur und 
Fett frei prapariert, zerkleinert und mit Wasser (auf 400 g 
ungefahr 1000 ccm) solange geschiittelt, bis ein gleichmaBiger 
gallertiger Brei entstand, der dann unter Toluol 24 Stunden 
in den Eisschrank gestellt wurde. Hierauf wurde er sorgfaltig 
koliert, das tribe Filtrat mit Essigsiure angesdéuert und das 
ausgefallene Nukleohiston abfiltriert. Der Kolierriickstand wurde 
noch zweimal mit Wasser ausgezogen und auf die gleiche 
Weise behandelt. Aus dem Nukleohiston wurde das Histon 
durch Extraktion mit verdiinnter Schwefelsiure (1 ccm kon- 


zentrierte auf 1000 ccm Wasser) auf der Schiittelmaschine 
5* 
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gewonnen. Die Extraktion wurde so oft wiederholt, bis das 
Histon vollstindig entfernt war, d.h. der letzte Extrakt mit 
Ammoniak keinen Niederschlag mehr gab. Die vereinigten 
Ausziige wurden mit Ammonsulfat gesittigt. Das ausgesalzene 
Histon wurde abfiltriert und im Pergamentbeutel bis zur Salz- 
freiheit dialysiert. Dabei léste es sich vollkommen auf und 
konnte von allfalligen Verunreinigungen durch Filtrierer be- 
freit werden. Die opaleszierende Fliissigkeit wurde mit dem 
dreifachen Volum Alkohol versetzt, das ausgefallene Histon- 
sulfat auf einem Filter gesammelt und die Fillung noch 
mehrmals wiederholt, bis der Niederschlag rein weiB war. 
SchlieBlich wurde er mit Alkohol und Ather zu einem feinen, 
staubenden, in Wasser leicht léslichen Pulver getrocknet. Die 
Ausbeute wechselte etwas, durchschnittlich konnten aus einem 
1 kg frischen Materials 12 g Histonsulfat erhalten werden. 
Verdauung mit Pepsinsalzsiure und Isolierung 
des Histopeptons als Sulfat. 70g auf diese Weise dar- 
gestelltes Histonsulfat wurden 10 Tage mit Pepsinsalzsiure 
(1 g lésliches Pepsin-Merck und 1500 ccm 0,8°/, Salzsiure) 
bei 37° verdaut. Das Gemisch wurde mit Natronlauge schwach 
alkalisch gemacht und filtriert. Das Filtrat wurde in einem 
geriumigen Schiitteltrichter solange mit einer gesattigten Lésung 
von Natriumpikrat versetzt, bis kein Niederschlag mehr ent- 
stand. Der Niederschlag war zuniachst 6lig, konnte aber durch 
Zusatz von wenig Ather und kraftiges Schiitteln in eine filtrier- 
bare Form gebracht werden. Dann wurde er abgesaugt mit 
Natriumpikratlésung gewaschen und aus ihm die Pikrinsaure 
mit Schwefelsiure und Ather entfernt. Aus dieser Losung 
wurde das Histopepton nach dem Silberbarytverfahren gefallt. 
Silberniederschlag und Filtrat wurden in der iblichen Weise 
weiter behandelt. Aus dem Niederschlag wurde das Histo- 
pepton als Carbonat in Form eines zaihen Sirups erhalten. 
Dieser wurde mit verdiinnter Schwefelsiure schwach angesiuert. 
Dabei fiel noch etwas Bariumsulfat aus, von dem abfiltriert 
wurde. Die schwefelsaure konzentrierte Lésung wurde in 
feinem Strahl in das 5fache Volum absoluten Alkohols ein- 
gegossen. Es entstand sofort ein Niederschlag, der sich an 
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Boden, Glasstab und Wanden des GefaBes ansetzte. Die 
Flissigkeit wurde abgegossen und der Niederschlag mit abso- 
lutem Alkohol verrieben und unter ihm stehen gelassen, bis 
er kérnig war. Aus der triiben Mutterlauge konnte eine weitere 
filtrierbare Abscheidung durch kraftiges Schiitteln mit etwas 
Ather erzielt werden. Das Ganze wurde auf einem Filter 
gesammelt und noch dreimal mit Alkohol umgefallt, und 
schlieBlich mit Alkohol und Ather und im Exsiccator iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Es resultierte ein leicht gelblich 
gefarbtes Pulver, das stark hydroskopisch war. Ausbeute 12 g. 
Ks hatte die gleichen Eigenschaften und gab dieselben Reak- 
tionen, wie das von Kossel untersuchte Praparat. 


Die Bestimmungen der Hexonbasen wurde in der 
bekannten Weise nach Kossel und Kutscher ausgefiihrt. Die 
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
Zum Vergleich sind in der letzten Reihe die Zahlen angefihrt, 
die Kossel bei der Analyse des Priparates B, das nach der 
Entfernung der Pikrinsiure noch mit Silberbaryt behandet 
worden war, erhalten hat. 











- Stickstoff 
Fraktion -. : is | An aly “a 
8 lo | von Kossel 

Wn Ss es. SU Ss 1,82 | 100 100 
Ammoniak-N ... . i 0 | 0 “= 
N der im Bariumsalz rurickgehaltenen | 

Substanzen. . gh yes 0,39 | 21,4 — 
N des hea Neg rete 0,56 | 31,3 _ 
N im Filtrat davon ........ 0,78 | 42,9 —_ 
Histidin-N (Maximalzahl) . . . . 0,07 | 3,6 3,7 
N des Histidinpikrolonats (Minimalzahl) 0,05 | | 4,0 
Arginin-N (Maximalzahl) . . . . 0,52 ; 284 | 27,2 
N des Argininpikrolonats (Minimalzahl) 0,47 | 25,9 25,8 
Lysin-N (Maximalzahl) . . ... . 0,29 | 15,9 — 
N des Lysinpikrats (Minimalzahl) . . 0,22 | 12,1 17,3 
Formoltitrierbarer N der Lysinfraktion 0,24 | 18,2 _ 
N der Monoaminosiiuren (aus der Diffe- | 

renz berechnet) . 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB in der Lysinfraktioy, 
nicht aller Stickstoff (nur 77°/,) formoltitrierbar ist, wie es 
sein miBte, wenn in ihr nur Lysin vorkéime. Die Lisung 
wurde zuniichst in der iiblichen Weise weiter behandelt und 
das Lysinpikrat dargestellt. Die Krystallisation desselben 
wurde aus 20 ccm Lésung vorgenommen, also einer verhiiltnis- 
maBig verdiinnten Lésung. Es sollte namlich soviel Mutter- 
lauge iibrig bleiben, daB noch einmal das Verhiltnis von freiem 
Aminostickstoff zu Gesamtstickstoff bestimmt werden konnte. 
nachdem nun die Hauptmenge des Lysins entfernt war. In 
der Mutterlauge waren noch 0,06 g Stickstoff, davon waren 
formoltitrierbar 0,02 g. Damit ist also der Gehalt an freiem 
Aminostickstoff von 77°/, der urspriinglichen Fraktion auf 
33 °/, herunter gegangen. Bei nochmaliger Hydrolyse der 
Mutterlauge stieg der Gehalt an freiem Aminostickstoff wieder 
auf 50°/, an; es kann also der Stoff, der neben dem Lysin 
mit Phosphorwolframsiure gefallt wurde, ein Peptid gewesen 
sein. Das auskrystallisierte Lysinpikrat enthielt 0,2 g Stick- 
stofi. Da die Mutterlauge eine gesittigte Lisung desselben 
ist, so l&Bt sich leicht berechnen, daB in ihr noch 0,2 g Stick- 
stoff von Lysinpikrat vorhanden sein miisse, eben soviel als 
mit der Formoltitration gefunden wurde. Zieht man die un- 
vermeidlichen Verluste in Betracht, so kann man ohne Zwang 
annehmen, da8 im vorliegenden Fall der freie Aminostickstofi 
der urspriinglichen Lysinfraktion (13°/,) dem Lysinstickstoft 
entspricht, eine Feststellung, die sich wohl nicht ohne weiteres 
wird verallgemeinern lassen. 

Das Filtrat vom Histopepton-Silberniederschlag 
wurde vom Silber befreit und nach Ansiuern mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt. Nach Zerlegung des Phosphorwolframate: 
wurde eine syrupése Substanz erhalten; mit Pikrinsiure gab 
sie einen schmierigen Niederschlag, zeigte aber sonst keinen 
basischen Charakter; die Biuretreaktion war negativ. 

Prifung auf HWinheitlichkeit des Histopeptons. 
Sie wurde mit fraktionierter Aussalzung und Fiallung nach 
dem Silber-Barytverfahren bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration vorgenommen. Bei dem ersten Verfahren stellte 
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sich heraus, daB das Histopepton nur schwer, vielleicht gar 
nicht aussalzbar ist. Erst bei Sattigung mit Zinksulfat trat 
eine leichte Triibung auf, die vielleicht nicht einmal auf das 
Histopepton selbst, sondern auf eine Verunreinigung zuriick- 
zufihren ist. Auch mit dem andern Verfahren ist es nicht 
gelungen, eine Trennung herbeizufiibren. Es wurde in der 
Weise ausgefiihrt, wie es Kossel und Edlbacher!?) zur 
Trennung von Histidin und Arginin angegeben haben. Kine 
saure Lésung von Histopeptonsulfat wurde mit Silbernitrat 
bis zur positiven Tiipfelprobe versetzt. Dann wurde Baryt 
bis zur Lakmusneutralitat zugegeben. Es entstand eine Triibung, 
die sich schlecht filtrieren lieB. Bei weiterem Zusatz von 
Baryt bis zur Rétung von Phenolphthalein wurde die Triibung 
stiirker, aber erst bei Blauung von Thymolphthalein entstand 
ein leicht filtrierbarer flockiger Niederschlag. Je mehr die 
Alkaleszenz zunahm, um so deutlicher wurde die Niederschlags- 
bildung. Es zeigte sich keine Liicke darin. Bestinde das 
Histopepton aus einem Gemisch von Substanzen, so hatten sich 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen deutliche 
Niederschlige bilden miissen, die durch eine Strecke von 
Wasserstoffionenkonzentrationen, bei denen nichts geschieht, 
getrennt sein miiBten. , 

Die quantitative Verdauung des Histons wurde 
mit 4g Histonsulfat wie im Hauptversuch ausgefihrt. Die 
Verdauungstlissigkeit wurde auf ein bestimmtes Volumen ge- 
bracht, und der Gesamtstickstoff bestimmt; die Lésung des 
abgetrennten Histopeptons wurde auf das gleiche Volumen ge- 
bracht, und in ihr ebenfalls der Stickstoff bestimmt. Ks 
ergab sich, daB 30,1°/, des gesamten Stickstoffs des Histons 
in das Histopepton eingehen. 





') Diese Zs. Bd. 110, S. 241—244 (1920). 











Acetaldehyd ein Bestandteil des normalen Harns. 


Von 


W. Stepp und R. Feulgen. 





(Aus der Mediz. Klinik und dem Physiol. Institut der Universitit Giefen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Dezember 1921.) 





Vor einiger Zeit war es uns gelungen, Acetaldehyd im 
Harn als ,,Dimedonverbindung“?) mit Sicherheit nachzuweisen. ” 
Es wurde damals die Bemerkung gemacht, dab Acetaldehyd 
,bisher“ nur beim Diabetes mellitus im Stadium der Acidosis 
und auch da nicht stindig gefunden worden sei. Wir hatten 
bei unseren damaligen Versuchen etwa 5 Liter Harn verarbeitet, 
deren Destillate durch wiederholte Anreicherung schlieBlich 
auf ein Volumen von 25ccm gebracht waren. GréBere Mengen 
normalen Harns hatten wir damals nicht untersucht, nachdem 
eine orientierende qualitative Untersuchung in der Weise, wie 
wir die Diabetikerharne gepriift hatten, ein negatives Resultat 
ergeben hatte. 

Die Auffindung des Acetaldehyds in den Ko6rperfliissig- 
keiten des Diabetikers legte nun den Gedanken nahe, ob es 
sich hierbei nicht um ein normales intermediiares Stoffwechsel- 
produkt handelte, das bei dem gestirten Stoffwechsel des Dia- 
betikers in besonders reichlicher Menge auftrate. Wir ver- 
suchten daher, den Aldehyd auch im normalen Harn nach- 
zuweisen. Das ist uns nunmehr mit Sicherheit gelungen bei 


1) Dimedon ist der von C. Neuberg vorgeschlagene kurze Name 
fir Dimethyl-cyclo-hexandion (Dimethyl-hydro-resorcin). 

2) W. Stepp u. R. Feulgen, Uber die Identifizierung der aldehyd- 
artig reagierenden Substanz im Harn von Diabetikern als Acetaldehyc, 
Diese Zs. Bd. 114, S. 301 (1921). Vegl. hier auch die Literaturhinweise. 
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Verarbeitung gréBerer Mengen (etwa 150 Litern), so daB Acet- 
aldehyd als ein allerdings nur in Spuren vorkommender Be- 
standteil des normalen Harns gelten kann, den man ohne he- 
sondere Schwierigkeiten nach der jiingst von W. Stepp und 
R. Fricke ausgearbeiteten Silbermethode!) quantitativ be- 
stimmen kann. 

Beim Fahnden auf Acetaldehyd war von vornherein zu 
beriicksichtigen, da8 sich dieser Kérper bei der Tatigkeit von 
Kleinlebewesen bilden kann. So ist Acetaldehyd nach den 
grundlegenden Untersuchungen von C. Neuberg und seinen 
Schiilern als ein normales intermediires Stoffwechselprodukt 
bei der alkoholischen Giarung anzusprechen, und andrerseits 
zeigt das Vorhandensein von Acetaldehyd in der Stalljauche, 
daB sich dieser Kérper bei eingreifender bakterieller Zersetzung 
harnhaltiger Massen bilden kann. Bei der Verarbeitung so 
groBer Mengen Harns war es aus technischen Griinden nicht 
immer moglich, den Harn stets unmittelbar nach der Ent- 
leerung aus der Blase zu destillieren. Wo es nétig war, ihn 
einige Stunden vorher stehen zu lassen, gab uns die kalte 
Jahreszeit die Gewihr, daB bakterielle Veranderungen nicht 
ernstlich in Frage kamen. Um jedoch ganz sicher zu gehen, 
wurde in einem besonderen Versuch mehreren in der Rekon- 
valeszenz befindlichen Patientinnen der medizinischen Klinik, 
die keine Stoffwechselstérungen gezeigt hatten, der Harn mit 
dem Katheter entnommen und sofort destilliert. Nachdem 
das Destillat durch wiederholte Destillation unter Verwendung 
eines Fraktionieraufsatzes angereichert war, wurde mit ihm 
die sehr empfindliche Reaktion mit ammoniakalischer Silber- 
lésung angestellt: Es entstand sofort eine tiefschwarze Ab- 
scheidung von metallischem Silber. 

Bei Verarbeitung der groBen Harnmengen schien uns noch 
ein weiterer Punkt der Beriicksichtigung wert. Da sich an 
der Gewinnung des Ausgangsmaterials zahlreiche Personen be- 
teiligen muBten, konnte ein eventueller AlkoholgenuB von seiten 


1) W. Stepp u. R. Fricke, Eine einfache und exakte Methode zur 
direkten quantitativen Bestimmung von Acetaldehyd neben Aceton. 
Diese Zs. Bd. 116, S. 298 (1921). 
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der Versuchspersonen nicht immer mit der wiinschenswerter 
Sicherheit ausgeschlossen werden.'!) Wir haben daher von 
einer Versuchsperson, die sich jeglichen Alkoholgenusses ent- 
halten hatte, etwa 7 Liter Harn verarbeitct und die daraus 
gewonnenen fliichtigen Produkte durch Destillation angereichert,. 
Die ammoniakalische Silberlésung ergab sofort einen schwarzen 
Niederschlag von metallischem Silber, und die quantitative 
.Silbermethode* von Stepp und Fricke?) zeigte einen 
Gehalt von 2,5 mg an, so daB man wohl mit einer durch- 
schnittlichen Menge von etwa 0,3 mg Acetaldehyd im Liter 
beim normalen Menschen rechnen darf. 


Experimentelles. 

Die Methode des Nachweises von Acetaldehyd war dieselbe, 
wie wir sie bereits zur Identifizierung im Harn von Diabetikern 
angewendet hatten. Gegeniiber der gewoéhnlichen Destillation, 
wobei man den Harn zur Vermeidung des lastigen Schiiumens 
sehr stark verdiinnen muBte, bot nun die Wasserdampf- 
destillation, wie die Erfahrungen R. Frickes3) im Labora- 
torium der GieBener Medizinischen Klinik zeigten, ganz be- 
deutende Erleichterungen. Man war hier in der Lage, den 
unverdiinnten Harn schwach angesiuert zu _verarbeiten. 
was eine sehr erhebliche Ersparnis an Zeit bedeutete. Jie 
Destillation geschah in der Regel in Portionen von mehreren 
(etwa 2) Litern, wobei jedesmal etwa 200 ccm aufgefangen 
wurden. Die vereinigten Destillate wurden unter Verwendung 
eines Hempelschen Fraktionieraufsatzes durch Destillation 
angereichert, wobei nach Abdestillieren von einem Zehntel 
des Volumens simtlicher Aldehyd iibergegangen war, und die 
Anreicherung so lange fortgesetzt, bis eine Destillatmenge von 
25 ccm vorlag. Geht man von 150 L. Harn aus, so bedeutet dies 
eine 6000fache Anreicherung. Das Kihlrohr tauchte dabei in 





1) DaB bei Zufuhr sehr reichlicher Alkoholmengen Spuren von Al- 
dehyd im Harn auftreten, die ohne besondere Anreicherung des Destillats 
nachzuweisen sind, hat kiirzlich W. Stepp gezeigt [Arch. fiir exper. 
Pathol. Bd. 87, S. 148 (1920)]. 

*) Diese Zs., a. a. O. 

5) Diese Zs., zurzeit im Druck. 
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die Vorlage ein, die vorher mit Wasser beschickt war, das durch 
mindestens halbstiindiges Stehen im Eis gut vorgekiihlt war. 

Als wir in das erhaltene Destillat 0,1 g Dimedon (gelést 
in 1 cem 96°/, igen Alkohols) sowie (zur besseren Abscheidung) 
0.2 g Kochsalz einbrachten, schied sich bereits im Laufe von 
einigen Stunden ein reichlicher krystallinischer Nieder- 
schlag aus, der am folgenden Tag abgesaugt wurde. Sein 
Gewicht betrug 82 mg. Zur Trennung von vielleicht vor- 
handenem unveranderten Dimedon wurde der Ko6rper in der 
10 fachen Menge 96°/, igen Alkohols gelést und allmahlich und 
vorsichtig+) mit dem 20fachen Volumen Wasser versetzt. Der 
Schmelzpunkt der ausgeschiedenen Krystalle lag nur 2 Grade 
unter dem verlangten und zeigte nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus 80°/,igem heiBen Alkohol den richtigen Wert der 
Acetaldehydverbindung (138—140°). Denselben Wert zeigte 
der Mischschmelzpunkt mit synthetisch hergestelltem reinen 
Aldomedon.*) Aus der Mutterlauge der Krystallisation wurden 
durch Zusatz von Wasser noch erhebliche Mengen der Acet- 
aldehydverbindung abgeschieden und diese vereinigt mit dem 
krystallisierten Produkt nach dem Trocknen mit der 3 fachen 
Menge Eisessig in ein kleines Glasréhrchen eingeschmolzen 
und 7 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Ver- 
setzen mit dem 10fachen Volumen Wasser schied sich das 
Anhydrid der Acetaldehydverbindung aus, das nach mehr- 
stiindigem Stehen in der Kalte abgesaugt und zur Entfernung 
etwa unverinderten Aldomedons auf dem Filter mit etwas 
10°/, iger Natroncarbonatlésung, dann mit Wasser nachgewaschen 
wurde. Die Krystalle zeigten ohne weiteres den richtigen 
Schmelzpunkt des Anhydrids der Acetaldehydverbin- 
dung von 173—175”. 


') Vgl. unsere friithere Arbeit (a. a. 0.). Diese Zs. Bd. 114, 8. 301 
(1921); vgl. bes. S. 305 u. 306. 

*} Aldomedon ist die von Neuberg vorgeschlagene kurze Be- 
zeichnung fir Anhydro-acetaldehyd-bis-dimethylcyclohex- 
andion; R. Fricke hat kiirzlich die Dimedonverbindung des Aldols 
dargestellt und im Gegensatz zu diesem Aldolmedon die Acetaldehyd- 
verbindung Acetaldomedon genannt (Diese Zs., zurzeit im Druck). 











Untersuchungen fiber die Gallensduren. 
XI. Mitteilung. 


Die Oxydation der Cholsaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Otto Sehlichting. 


(Aus dem Organ.-chem. Laboratorium der Technischen Hochschule in Miinchen 
und dem chem, Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Dezember 1921.) 


Im Jahre 1909 hat EK. Letsche!) in einer griindlichen 
Arbeit den oxydativen Abbau der Cholsiure behandelt. Durch: 
Kinwirkung von Salpeter—Schwefelsiure gelangte er zu einer 
nach seiner Annahme um 5 Kohlenstoffatome urmeren Saure, 
die er genau beschreibt und der er auf Grund der Zusammen- 
setzung verschiedener Salze und Ester die Formel C,,H,,0,, 
erteilt. Es wird in ihr eine 5basische Siure angenommen, 
in der von den 4 Ringen der Cholsiure 3 aufgesprengt sein 
miissen, da ihr ein Kohlenwasserstoff C,,H,, zugrunde liegt. 
Die Saéure kann daher nur noch einen Ring enthalten. Die 
Oxydation der Desoxycholsiure, unter den gleichen Bedingungen 
durchgefiihrt, éffnet zunichst einen Ring (Desoxybiliansiiure 
C,,H,,0,), weiterhin einen zweiten (Choloidansiure C,,H,,0,,) 
ohne den Bestand des Molekiils an Kohlenstoff zu vermindern. 
Die beiden sekundaren OH-Gruppen der Desoxycholsiiure, an 
denen die Oxydation einsetzt, stehen in der Cholsiure an der 
gleichen Stelle.”) Der Unterschied im Ausgang der Oxydation 





1) Diese Zs. Bd. 61, S. 215 (1909). 
*) Borsche, Ber. Bd. 52, S. 342 (1919). 
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muB deshalb durch die dritte OH-Gruppe im Molekiil der 
Cholsiure bedingt sein. Es war anzunehmen, daB die Auf- 
spaltung eines dritten Ringes in der Cholsiure auf die in ihm 
stehende dritte OH-Gruppe zuriickzufiihren sei. Nachdem die 
Abbauversuche an der Desoxycholsiure bis in das Ringsystem IT] 
hineingedrungen waren, gewann die nihere Untersuchung der 
Siure von Letsche erneutes Interesse. 

Zu gleicher Zeit mit uns hat M. Schenck?) sich mit 
dieser Siure beschiftigt. Von beiden Seiten wurde festgestellt, 
daB die Séure von Letsche aus der Biliansiure durch Oxy- 
dation mit Salpetersiure (1,4 D.) hervorgeht, daB also die erste 
Phase der Oxydationswirkung bei der Cholsiure gleichartig 
verlauft wie bei der Desoxycholsiure. Ring I bildet bei beiden 
Siuren den Ort des geringsten Widerstandes. In einer zweiten 
Abhandlung?) beschreibt Schenck den neutralen Ester der 
von ihm so benannten ,Biloidansiure“; die Molekular- 
gewichtsbestimmung fiihrt ihn zu einer Bestatigung der von 
Letsche fir die Saiure aufgestellten Formel C,,H,,0,,. 

Die Ergebnisse, die beim Abbau des Gallensiuremolekiils 
an der Desoxycholsaure erzielt worden sind, lassen aus Griinden, 
auf die hier nicht naher eingegangen werden soll, die Bildung 
einer 5 basischen Siure mit 19 C-Atomen und einem Ring- 
system aus der Cholsiure wenig wahrscheinlich erscheinen. 
Wie der Bestand der Choloidansaure von 18 Kohlenstoffatomen 
C,,H,,0,) auf 24 (C,,H,,0,,) erhdht werden muBte, so war 
daran zu denken, daB auch die Formel der Biloidansdure auf 
ein kohlenstoffreicheres Molekiil von ahnlicher prozentualer 
Zusammensetzung zu erhdhen sei. Die auch von Schenck 
diskutierte, aber abgelehnte Formel C,,H,,0,, kam hier allein 
in Frage. Es ist nicht einfach, die Zusammensetzung der 
beim Abbau der groBen Molekiile entstehenden Polycarbon- 
siuren ganz einwandfrei sicherzustellen, da die Analysen- 
werte und die Aquivaientzahl sich immer in mehreren Formeln 
ausdriicken lassen. Stets miissen Derivate, wie saure Ester, 


1) Diese Zs. Bd. 110, S. 167 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 38 (1920). 











78 Heinrich Wieland und Otto Schlichting, 


saure Salze, in denen sich das analytische oder Aquivalenz- 
verhaltnis zu den méglichen Formeln der Grundsubstanz andert. 
fir die Aufklarung herangezogen werden. Schon lange vor 
dem Erscheinen der zweiten Mitteilung von Schenck hatten 
wir, im Gegensatz zu ihm, an sechs verschiedenen Priparaten 
des neutralen Biloidansiuremethylesters — der fiir die beiden 
in Frage kommenden Formeln nahezu die gleiche analytische 
Zusammensetzung hat —, die auf die Formel C,,H,,0,, fiir 
die Séure hinweisende MolekulargréBe gefunden. Diese Fest- 
stellung ist durch die genaue Untersuchung mehrerer saurer 
Ester und durch die Analyse des Bariumsalzes des dreifach 
sauren Athylesters gesichert worden. Einen Teil der unter- 
suchten Derivate hat schon Letsche beschrieben. Die Schwierig- 
keiten ihrer Reindarstellung und ihrer Analyse, die auch uns 
viel zu schaffen machten, haben ihn verhindert, die richtige 
Formel fiir die Saure zu finden. SchlieBlich haben wir noch 
mit dem Abbau der Biloidanséiure auf dem Wege der ther- 
mischen Zersetzung begonnen. Dieser Teil der Untersuchung, 
der ganz besondere Schwierigkeiten bereitete, wird in einer 
spiteren Abhandlung mitgeteilt werden. 

Eine nach der Abfassung dieser Mitteilung im letzten 
Heft der ,Berichte‘ herausgekommene Arbeit von Borsche, 
Weickert und Meyer?) ,,Uber Biloidansiure“ teilt der um- 
strittenen Saure die Formel C,,H,,O,, zu. Diese Autoren 
stellen sich damit schon hinsichtlich der analytischen Zu- 
sammensetzung der Siure selbst und ihres neutralen Esters 
in ausgesprochenen Gegensatz zu dem von Letsche, Schenck 
und uns beigebrachten Material; die Unterschiede im Kohlen- 
stoffgehalt gehen weit iiber die Fehlergrenze der Elementar- 
analyse hinaus. Wir miissen leider diese Bemiihungen von 
Borsche und seinen Mitarbeitern um die Biloidansiure als 
einen Fehlschlag bezeichnen. Die genannten Autoren sind das 
Opfer der Schwerverbrennlichkeit der Substanz geworden, ein 
Umstand, der auch Letsche verhindert hat, die Natur der 
von ihm entdeckten Saure richtig zu erkennen. 





1) Ber. Bd. 54, §. 3177 (1921). 
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Die Darstellung der Biloidansaure. 


Aus Biliansiure haben wir die Biloidansiure genau so 
wie Schenck durch Oxydation mit Salpetersiure 1,4 dar- 
gestellt; auch unsere Ausbeuten sind nicht iiber 15°/, hinaus- 
gegangen. Man erhalt die Saiure sehr rein, wenn man das 
Rohprodukt zuerst aus Wasser und dann aus 60 °/, iger Essig- 
siure umkrystallisiert. Sie kommt bei langsamem Erkalten 
in glanzenden, zentimeterlangen Prismen vom Zersetzungs- 
punkt 228° heraus. Die Analysen fihren leicht zu einem 
Zuwenig an Kohlenstoff, wenn man nicht mit Bleichromat im 
Sauerstofistrom verbrennt. So haben wir anfangs mit Kupfer- 
oxyd eine ganze Serie iibereinstimmender Analysen mit 
C = 53,7 — 54,0 erhalten. 

0,1412 g Substanz gaben 0,2838 g CO, und 0,0838 g H,0O. 

C.sH;,0,, Ber. © 54,98 °, H 6,57, 


Gef. ,, 54,82 5» 7,00 
Fiir C,,H.,0,, Ber. ,, 54,78 5 6,77 
” C,H, ,016 ”? bb) 53,71 ”? 6,51 


Die Titration mit n/10-NaOH ergab fir finf Priparate 
von verschiedener Darstellung die Aquivalente 88,4, 84,5, 87, 
84,5, 85,5. Fiir die 6 basische Séure C,,H,,0,, berechnet 84. 

Die Methode, nach der Letsche die Saure zuerst ge- 
wonnen hat, Oxydation der Cholsiure mit Salpeter—Schwefel- 
siure, hat uns in den Ausbeuten durchaus nicht befriedigt. 
Wir haben sie nur angewandt, um die Identitait der beiden 
Oxydationsprodukte festzustellen!), sind aber spiter dazu iiber- 
gegangen, Cholsiure direkt mit Salpetersiure allein zur Biloidan- 
siure zuoxydieren. Vorher hatten wir gefunden, da8 man unter ge- 
eigneten Bedingungen, bei niedriger Temperatur, Cholsiure durch 
rauchende Salpetersiure rasch und ziemlich glatt in Biliansaéure 
tiberfihren kann. Wir tragen jeweils 20 g alkoholfreie Chol- 
siure, die zweckmaBig iiber den Ester gereinigt ist), in 120cm? 





1) Der Vollstindigkeit wegen fiihren wir auch eine Analyse der 
auf diesem Wege gewonnenen Siure an. 
0,18382 g Substanz gaben 0,2764 g CO, und 0,0844 g H,0. 
C.3H3,0,;, Ber. C 54,98 °%/, H 6,57 °/, 
Gef. ,, 54,75 » 7,09 
2) Diese Zs. Bd. 108, S. 322 (1919). 
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rauchende Salpetersiure (D. 1,52) in ziemlich rascher Folge 
unter lebhaftem Umschiitteln ein. Durch auBere Kihlung wird 
die Temperatur auf 40—45° gehalten. Nachdem alle Chol- 
siure eingetragen und die erste heftige Reaktion vorbei ist, 
nach etwa 10 Minuten, wird die Lésung bis zum Aufhéren der 
NO,-Entwicklung auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, ge- 
wohnlich 4—5 Stunden lang. Schon nach 1—2 Stunden be- 
ginnt die Biloidansiure sich abzuscheiden. Nach beendigter 
Reaktion werden langsam 100 cm* Wasser zugegeben, dann 
1aBt man 12 Stunden lang stehen, saugt ab und wischt mit 
Wasser aus. Das getrocknete Rohprodukt besitzt schon den 
Schmelzp. 223° und wird durch Umkrystallisieren véllig rein. 
Schmelzp. 228° unter Aufschiumen. 

Die salpetersaure Mutterlauge, mit dem Waschwasser aui 
'/, des Volumens auf dem Wasserbad eingedampft, liefert noch 
eine zweite Krystallisation an Biloidansiure. Nach diesem 
Verfahren sind etwa 2 kg Cholsiure oxydiert worden. Die 
Ausbeute betrigt 10°/, an reiner Saiure. Die erhaltene Saiure 
ist mit der Biloidansiure, wie sie aus Biliansiure und nach dem 
urspriinglichen Verfahren von Letsche entsteht, in jeder Hinsicht 
identisch. Wir geben von verschiedenen Priparaten die Analysen. 

0,1207 g Substanz gaben 0,2418 g CO, und 0,0723 g H,0. 


0,1354g¢ ,, ,» 0,2735 g CO, ,, 0,0824 g H,O. 
0,1599¢ ,, »  0,8216¢ CO, ,, 0,1020g H,O. 
C,,H,;,0,, Ber. C 54,98 %, H 6,57 °/, 


Gef. ,, 54,65 55,10 54,87%  ,, 6,71 6,81 7,15 °%, 

Die spezifische Drehung finden wir etwas kleiner als 
Schenck, 

0,2628 g Substanz in 28,4 em® Alkohol (95 °/,) gelést, 2 dm-Rohr, 

abgelesener Winkel 0,201°. 
[a], = + 11,28°, 

Letsche fand +12,3° und Schenck +14°. 

Wie Schenck?) mit Recht vermutet, hat Letsche bei 
seinen Untersuchungen teilweise mit nicht véllig reiner, sondern 
choleinsiurehaltiger Cholsiure gearbeitet. Das von ihm aut 
S. 237 seiner Abhandlung beschriebene Nebenprodukt ist 





1) Diese Zs. Bd. 112, S. 39 (1920). 











Untersuchungen iiber die Gallensiiuren. 81 


zweifellos Choloidansaiure. Darauf stimmen Schmelzpunkt 
und Titration, sowie der Schmelzpunkt des sauren Athylesters 1) 
(248°). Die Analysen bleiben aus dem mehrfach besprochenen 
Grunde im Kohlenstoff um 1—1,5°/, unterdenberechneten Werten. 

Um uns iiber den Grad der oxydativen Zerstérung des 
Gallensiuremolekiils zu unterrichten, haben wir gewogene 
Mengen von Biliansiiure einmal mit rauchender und dann mit 
konz. Salpetersiure (D. 1,4) unter Riickflu8 5 Stunden lang auf 
dem siedenden Wasserbad im Stickstoffstrom oxydiert und die 
gebildete Kohlensiure quantitativ bestimmt. Beim ersten Ver- 
such wurden 4,45°/,, beim zweiten 3,60°/, des Gesamtkohlen- 
stofis als CO, bestimmt, Die Absprengung eines Kohlenstoff- 
atoms entspriiche 2,67°/,. Man sieht, daB trotz der duBerst 
heftigen Reaktion noch nicht einmal zwei Kohlenstoffatome 
als CO, aus dem Molekiil herausgesprengt werden und findet 
die schon mehrfach geiiuBerte Resistenz des Gallensiuremolekiils 
auch hier bestiitigt. 

Der neutrale Methylester der Biloidansiure ist, 
wie erwihnt, schon von Schenck beschrieben und zur Mole- 
kulargewichtsbestimmung fiir die Siure benutzt worden. Wir 
hatten ihn schon im Winter 1919 dargestellt, ko6nnen uns aber 
hier die Wiedergabe der priaparativen Methode ersparen, da 
sie der von Schenck mitgeteilten (Umsetzung des Silbersalzes 
mit Methyljodid) vollkommen entspricht. Aus Petrolither groBe 
glinzende radial angeordnete Prismen. Der Schmelzpunkt des 
Esters liegt bei 91—92°, Triibung bei 90°, nicht schon bei 
87°, wie Borsche und Mitarbeiter angeben. JDie beiden 
Analysen sind von verschiedenen Priparaten ausgefiihrt. 


0,1337 g Substanz gaben 0,2898 g CO, und 0,0945 g H,0. 


0,1128 ¢ - »  0,2460g CO, ,, 0,0825 g H,0O. 
C 29H e012 Ber, C 59,39 °/, H 7,85 °/o 
Gef. ,, 59,12 59,50 °/, » 7,91 818°, 


Mcthoxylbestimmung (verschiedene Priparate): 
0,1040 g Substanz gaben 0,2494 g AgJ. 
0,1058 g 2 »  0,2510 g AgJ, 
Fiir 6OCH, Ber. 31,74 Gef. 31,67 31,32 





1) Vel. Diese Zs. Bd. 108, 8, 324 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI1X. 6 
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Borsche und seine Mitarbeiter finden in mehreren Be- 
stimmungen die Methoxylzahl des Esters um etwa 1°/, hiher 
und auf den neutralen Kster ihrer Sdiure C,,H,,O,, stimmend 
(dafiir berechnet 32,84 °/,). Diese Differenz vermégen wir nicht 
zu erklaren. 

Fiir C,,H,,0,,, den Ester einer 5basischen Saure C,,H,,0, , 


Ber. C 59,26 %, H 7,82 %/, OCH, 31,89. 
Nes 1 a) x nl ce a | 
Fiir C,,H,,0,,, den neutralen Ester der Siure C,,H,,0,, 
C 58,44 H 7,68. 


Analyse und Methoxylbestimmung erlauben also auch hier 
keine Entscheidung zwischen den beiden Formeln C,,H,,O,, 
und C,,H,,0,, fiir die Biloidansiure. Dagegen liegen die 
Molekulargewichte geniigend weit auseinander. Das Molekular- 
gewicht fiir C,,H,,0,, ist 586, fiir C,,H,,0,, 486. Hier stehen 
unsere Bestimmungen, die wir an sechs Priparaten von ver- 
schiedener Herstellung in Benzol, Kisessig und Naphthalin 
als Lésungsmitteln ausgefiihrt haben, unzweideutig auf der 
Seite des hdheren Wertes. 


Menge des Substanz Depression 
Li . ‘ ce Mol.-Gew. 
.osungsmittels in g In 

I. 15,91 g¢ Benzol 0,170 0,104 544 
0,390 0,234 555 
0,699 0,420 554 
II. 15,18 g = 0,198 0,123 562 
0,370 0,232 567 
0,600 0,365 574 
dil. 14,81 ¢ - 0,218 0,137 569 
0,431 0,276 559 
0,589 0,378 561 
IV. 13,71 ¢g m 0,1705 0,118 559 
0,3355 0,238 548 
0,4896 0,340 557 
V. 16,44 ¢ Kisessig 0,152 0,062 582 
0,380 0,115 578 
VI. 13,56 g Naphthalin 0,183 0,168 560 
0,359 0,375 550 


13,167 g _ 0,128 0,123 550 
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Die Durchschnittswerte in Benzol (Konst. 53) ergaben 559, 
die in Kisessig (Konst. 39) 580, die in Naphthalin (Konst. 69,6) 
553 fir das Molekulargewicht. 

Alle Bestimmungen sind in dem Beckmannschen Apparat 
mit elektromagnetischer Riihrung, unter vélligem AusschluB 
der iiuBeren Atmosphire gemacht worden. Schenck hat in 
dem offenen Apparat nach Baumann und Fromm gearbeitet, 
und wir vermuten, da dabei geringe Mengen von Wasser- 
dampf in seine Loésungen gekommen sind und die gréBere 
Depression verschuldet haben. 


Die sauren Ester der Biloidansaure. 


Letsche hat die von ihm entdeckte Siure unter anderem 
auch durch ihren sauren Athylester charakterisiert.') Er be- 
legt die Formel eines Diiithylesters der nach seiner Auffassung 
5 basischen Siiure C,,H,.O,, durch mehrere gut stimmende 
Analysen und durch eine Athoxylbestimmung. Die Titration 
mit Alkali entspricht hier ebensowenig seiner Formulierung, 
wie das bei der Saiure selbst und anderen Derivaten der Fall 
ist. Es scheint, daB die von Letsche beschriebene Verbin- 
dung nicht véllig rein, sondern ein Gemenge von Di- und Tri- 
ithylester der Siure C,,H,,0,, gewesen ist. Wir sind erst 
mit Hilfe des gut krystallisierten Bariumsalzes zu dem reinen 
Tridithylester C,,H,,O,, gekommen. Das in der tiblichen Weise 
durch EKinleiten von Salzsiuregas in die alkoholische Lésung 
der Siéiure (1:10) erhaltene Rohprodukt wird, in der eben 
nétigen Menge verdiinnten Ammoniaks rasch gelést, durch 
Bariumchlorid gefillt. Der entstehende Niederschlag wird beim 
Stehen in der Kilte langsam, bei kurzem Erwirmen alsbald 
krystallinisch in Gestalt quadratischer Blattchen. Das Barium- 
salz reagiert neutral. Zur Analyse wurde es bei 110° 
11/, Stunde lang bis zur Konstanz im Vakuum getrocknet; 
dabei wurde kein Wasser abgegeben. 

Die analysierten Salze stammen von verschiedenen Pri- 
paraten. 





1) a. a. O. S. 226. 
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0,1300 g Substanz gaben 0,0568 g BaSQ,. 


0,1749 g ” » 0,0775 g¢ BaSO,. 
(C.9H,30,.),Ba, Ber. Ba 26,06 °/, 
Gef. ,, 25,88 26,07°%,. 


Das Bariumsalz wird, am besten unter Ather in Wasser 
suspendiert, mit verdiinnter Salzsiiure zersetzt. Der freie Ester, 
der nach dem Verdampfen des Athers sofort krystallisiert, 
wird aus wenig Alkohol, dem man vorsichtig Wasser zuspritzt, 
umkrystallisiert und so véllig rein in schénen langen Nadeln 
erhalten. Der Schmelzpunkt liegt bei 200—201° (Letsches 
Praparat 195—196°). 

Die Analyse gelingt nur mit Bleichromat im Sauerstofistrom. 

0,1545 g Substanz gaben 0,3367 g CO, und 0,1114 g H,0. 


0,1380 g ia » 90,3005 ¢g CO, ,, 0,0997 g H,O. 
OF ; FO Ber. C 59,39 °/, H 7,85 °/, 
Gef. ,, 59,45 59,40, » Oot  Bpe/,. 


Titration (verschiedene Priiparate): 
I. 0,2715 g Substanz verbrauchten 14,1 em* n/10-NaOH. 


Il. 0,1282 g - “ 6,70 cm? 
III. 0,0900 g - 4,7 em3 


Aquivalent 193, 192, 192. Ber. 195. 


Athoxylbestimmung: 
0,1514 g Substanz gaben 0,1828 g AgJ, 
Fiir 3C,H,O Ber. 23,04 °/, Gef. 28,19 °/,. 


Fiir den Diathylester C,,H,,0,, einer 5 basischen Siiure 
C,,H,,0,, berechnen sich: 


19°28 

C = 58,47, H-= 7,63, Aquivalent 157, Athoxyl 19,06. 

Wir haben mit Jodwasserstoffsiure 1,7 immer zu niedrige 
Athoxylzahlen erhalten und kamen erst zu richtigen Werten, 
als wir ein Gemisch gleicher Teile Séure 1,7 und 2,0 anwandten. 

Durch 1 stiindiges Kochen des beschriebenen Esters mit 
einem kleinen Uberschu8 von n/2-NaOH hat Letsche einen 
stirker sauren Ester gewonnen. Die von diesem schén kry- 
stallisierten Derivat erhaltenen Analysen, die offenbar auch 
nicht nach der hier allein brauchbaren Methode ausgefiihrt 
worden sind, fiihren Letsche zu der etwas abenteuerlichen 
Vermutung, daf eine Kombination aus 1 Mol. Saiure + 1 Mol. 
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vierfach sauren Esters C,,H,,O,, vorliege. Die Verbindung ist 
nichts anderes als der 5 basische Monoithylester der Biloidan- 
siure C,,H,,0,,. Der Beschreibung von Letsche haben wir 
nichts hinzuzufigen. Den Schmelzpunkt finden wir wenige 
Grade héher, bei 209—210°. 

0,1807 g Substanz gaben 0,3765 g CO, und 0,1186 g H,O. 


C.;H,,0,, Ber. C 56,60 %, H 7,17 °/, 
Gef. ,, 56,84 1» 7,84 
Titration: 0,2008 g Substanz verbrauchten 19,3 cm® n/10-NaQH, 
Aquivalent 104 Ber. 106. 
Athoxylzahl: 0,3099 g Substanz gaben 0,1308 g AgJ. 
Fiir 1C,H,O Ber. 8,49 Gef. 8,11. 


Auch hier muBte die Spaltung mit starker Jodwasserstoff- 
siure ausgefiihrt werden. Mit solcher von D. 1,7 wurden nur 
7,17 und 7,07 °/, C,H,O gefunden. 

Fir den Monoathylester C,,H,,0,, der Saure C,,H,,0,, 
berechnet sich C = 56,76, H = 7,21. Aquivalent 111, Athoxyl 
10,16 °/,. 

Der Biloidansiuretrimethylester wurde auf gleiche 
Weise wie der saure Triithylester dargestellt. Da hier das 
Bariumsalz in Wasser léslich ist, erfolgte die Reinigung durch 
wiederholtes Umkrystallisieren aus maBig verdiinntem Methyl- 
alkohol. Der Schmelzpunkt des auch in farblosen Nadelbiischeln 
herauskommenden Esters liegt bei 213° (unter Zersetzung). 

0,1518 g Substanz gaben 0,3184 g CO, und 0,1012 g H,0O. 

C.,H,,0,. Ber. C 5%,35%, H 7,35 %, 
Gef. ,, 57,22 » ae 

Titration verschiedener Priparate: : 

I. 0,2460 g Substanz verbr. 14,0 cm* n/10-NaOH. Aquivalent 176. 

II. 0,2355 g ¥ , 18,55 em ~ - 176. 


III. 0,2192 g S » 12,42cm> _,, m 177. 
Fir C,,H,,0,, (3 basisch) Ber. 181. 


Methoxylzahl: 0,2129g Substanz gaben 0,2793g¢g AgJ und 
0,2858 g ~ »  0,3752 g¢ AgJ. 
Gef. 17,32 und 17,33 °/, CH,0O. 


Fiir 3CH,O Ber. 17,09 °/,. 
Die Methoxylbestimmung wurde mit HJ D. 1,7 ausgefiihrt. 
Fir den Dimethylester C,,H,,0,, der Siure C,,H,,0,, 
ber. C = 56,76, H= 7,21. Agquivalent 148, Methoxyl 13,96. 
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Fir ihren Trimethylester C,,H,,0,, ber. C = 57,64, H = 7,42. 
Aquivalent 229, Methoxyl 20,3. 

Borsche, Weickert und Meyer haben ein Gemisch von Di- 
und Trimethylester in Hinden gehabt. Ihre Analysen stimmen 
zwar, aus dem mehrfach angefiihrten Grund, auf den anders zu- 
sammengesetzten Dimethylester einer Siure C,,H,,0,, (C = 55,79, 
H = 7,02); dagegen sind ihre Methoxylbestimmungen, die sich 
dem richtigen Wert nihern (16,13 und 15,87 °/, OCH.) fiir ihre 
Formel um 1,71 und 1,45°/, zu hoch. Erstaunlicherweise hat 
weder dieser Umstand bei den genannten Autoren Bedenken 
erweckt, noch auch die Beobachtung, daB Praparate von stark ab- 
weichendem Schmelzpunkt fast die gleichen Analysenwerte gaben. 
Die entscheidende Bestimmung der Aquivalentzahl fehlt ganz. 

Der Trimethylester liBt sich auf die gleiche Weise wie 
der Triaithylester zum Monomethylester verseifen. Die Krystall- 
form gleicht der des Homologen, kugelige Warzen, die aus 
feinen Nidelchen zusammengesetzt sind. Die Léslichkeit in 
Wasser ist erheblich geringer; deshalb beniitzt man zur Um- 
krystallisation stark verdiinnten Methylalkohol oder lést in 
wenig Methylalkohol und setzt dann Wasser zu. Der Schmelz- 
punkt des Monomethylesters liegt bei 223—224°. 


0,1388 g Substanz gaben 0,2848 g CO, und 0,0909 g H,0O. 

Cy H,,0,. Ber. C 55,81 °/, H 6,97 °,. 
Gef. ,, 55,98 9 1,82 

Titration: 0,3087 g Substanz verbr. 30,3 cm*® n/10-NaOH. 

Aquivalent 102. Ber. 103. 

-Methoxylbestimmung (mit HJ 1,7): 

0,2746 g Substanz gaben 0,1234 g AgJ. 
Fiir 1CH,0 Ber. 6,01 Gef. 5,93 °/). 

Fiir den Monomethylester der 5 basischen Siure C,,H,,0,, 

ber. C = 55,81, H = 6,97. Aquivalent 107,5, CH,O 7,21 °/,. 


Die Hydratisierung der Biloidansaure. 


Bei seiner ausfiihrlichen Untersuchung hat Letsche ein 
Umwandlungsprodukt seiner Saure beschrieben, das bei der 
energischen Verseifung des oben behandelten 5fach sauren 
Esters zuerst aufgefunden wurde, das aber, wie Letsche an- 
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gibt, auch schon bei langerem Kochen der Biloidansiure mit 
Wasser entsteht. Es ist dies eine prachtvoll krystallisierte 
wasserhaltige Siure, der ihr Entdecker auf Grund der Analyse 
die Formel C,,H,,0,,+2H,O erteilt. Diese neue Saure 
schmilzt bei etwa 145° unter Aufschiumen und Wasserverlust, 
wird dann wieder fest, um schlieBlich bei 230—231° unter 
Zersetzung endgiiltig zu schmelzen. Die krystallwasserfreie 
Saiure ist nun aber nicht identisch mit Biloidansiure, sondern 
geht beim UbergieBen mit Wasser fast augenblicklich wieder 
in ihr schén krystallisiertes Hydrat iiber. Alle diese Beob- 
achtungen, die schon Letsche gemacht hat, kénnen wir be- 
stiitigen. Wir haben uns zuerst davon iiberzeugt, daB bei 
dieser Umwandlung der Biloidansiiure eine Veranderung im 
Kohlenstoffgehalt des Molekiils nicht eintritt, weder Verlust 
von CO oder CO,, noch Abspaltung eines nicht fliichtigen 
Bruchstiickes erfolgt. Die Hydratsiure muB also durch eine 
Umlagerung entstanden sein. Vor der Besprechung der struk- 
turellen Beziehungen der beiden Saéuren ist zu untersuchen, 
ob die von Letsche durch Analyse festgestellte Formel auf 
die jetzt bewiesene Zusammensetzung C,,H,,0,, + nH,O iiber- 
tragbar ist. Da ergibt sich, daB die beiden allein méglichen 
Hydrate mit 2 und 3 Mol. H,O sich im Kohlenstoffgehalt nicht 
unbetrichtlich von der von Letsche analytisch festgelegten 
Formel C,,H,,0,, + 2H,O unterscheiden. 
Fir C,,H..0,, + 2H,O Ber. © 50,44°/,  H 7,08°%;. 
»» CosHs,01. + 2H,0 » 99: 3B1,80 » 1,06 
99 Coglls,0,, + 3H,0 9 ong 4080 » 1,20 
Unsere ersten Analysen mit Kupferoxyd haben die gleichen, 
stets iibereinstimmenden Werte ergeben, die Letsche erhalten 
hat (um 50°/,). Hrst bei der Verbrennung mit Bleichromat 
im Sauerstofistrom ergab die Saure einen héheren C-Gehalt, 
wodurch sie einwandfrei als Hydrat mit 2 Mol. H,O festgelegt 
wurde. Das Hydratwasser wird im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsiure nicht abgegeben. 
0,1636 g Substanz gaben 0,3068 g CO, und 0,1078 g H,0. 
C.3H,,0,. +2H,O Ber. C51,8%,  H 7,06%,. 
Gef. ., 51,16 » 1,87 
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Die Titration mit n/10-NaOH fihrte an vier verschiedenen 
Priparaten zu den Aquivalenten 105, 105, 104, 104. Mit 
n/10 alkoholischem KOH wurde der richtige Wert gefunden. 


0,1307 g Substanz verbrauchten 14,77 em’ n/10-KOH. 
0,1828 g - ~ 14,93 em® at 


Aquivalent: 89 und 90. Ber. fiir die 6basische Siure C,,H,,0,, 
+ 2H,O: 90. 

Kine ganz analoge Verschiedenheit des Titers in wiBriger 
und alkoholischer Lésung ist kiirzlich an der isomeren 6 basischen 
Solannellsiure beobachtet worden.’) 

Spezifische Drehung: 0,223 g Substanz (im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet) gelést in 22,3 cm* Alkohol. 
Abgelesener Winkel im 2dm-Rohr +0,391° [a@]}° = +19,55° 

Das Hydratwasser der Siure wird im Vakuum nach 
3 stiindigem Erhitzen auf 115° abgegeben; der Wasserverlust 
erstreckt sich aber gleichzeitig auf das Innere des Molekiils, 
und wenn man noch weitere 3 Stunden auf 115° und die gleiche 
Zeit auf 125° erhitzt hat, sind 3 Mol. H,O abgegeben worden. 
Kine weitere Abnahme trat auch beim Erhitzen auf 150° nicht ein. 

0,8956 g Substanz verloren 0,095 g H,0O. 


27755 g 5 »  0,2883 g HO. 
Fir C,,H,,0,, +2H,0 Ber. 3H,0 10,04 
Gef. 10,60 10,2. 
DaB auch aus dem Molekiil C,,H,,0,, Wasser ausgetreten 


ist und daB dabei aus zwei Carboxylen sich eine Siureanhydrid- 
gruppe gebildet hat, beweist die Analyse und das Verhalten 
bei der Titration. 

0,1672 g Substanz gaben 0,3500 g CO, und 0,1024 g HO. 

C,,H3,0,, Ber. C 57,03 °/, H 6,61 °/,. 
Gef. ,, 57,11 »» 6,85 

Titration: 0,1939 g verbrauchten kalt 16,6 cm? n/10-NaOH. 

Aquivalent 117. Ber. fiir C,sHs,0,, (4 basisch) 121, _ 

In der Hitze werden 23,5 em® n/10.NaOH verbraucht. Aquivalent 
82,5, ber. 81. 

Die Saiure wurde durch 6 stiindiges Kochen von Biloidan- 
siure mit der 50 fachen Menge Wasser hergestellt. Nach dem 


!) Diese Zs. Bd. 114, S. 187 (1921). 
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Kindampfen auf '/, des Volumens krystallisiert sie nach dem 
Erkalten in auBerordentlich schénen flichenreichen Krystallen 
langsam aus. 

Fir die Beantwortung der Frage nach den Beziehungen 
der beiden Sauren ist die Tatsache von entscheidender Be- 
deutung, da, wie in der spiteren Mitteilung ausgefiihrt 
werden wird, aus beiden die gleiche Brenzsaure entsteht. 
Wir haben es daher aller Wahrscheinlichkeit nach mit einer 
riumlichen Isomerie zu tun, wie sie ahnlich bei den beiden 
offenen Saéuren aus Brenzcholoidansiure C,,H,,0, beobachtet 
worden ist.1) Auch in diesem angezogenen Beispiel tritt die 
eine Form als Hydrat auf. DaB die ihr entsprechende Siure, 
die wir als f#-Biloidansiure bezeichnen wollen, bei der Ent- 
wisserung ihres Hydrats so leicht in ein inneres Anhydrid 
iibergeht, fiihren wir auf die riiumlich besonders begiinstigte 
Stellung zweier Carboxylgruppen zuriick. Wir halten es ferner 
fir sehr wahrscheinlich, daB in der Biloidansiure das gleiche 
Kohlenstoffatom diese sterische Umlagerung veranlaBt, das wir 
auch in der offenen Brenzcholoidansiure dafiir verantwortlich 
machen und das, mit der gleichen Kigenschaft begabt, von 
Windaus*) auch im Cholesterinmolekiil angetroffen worden 
ist, nimlich C-Atom 5 (siehe im nachstehenden). Endlich gehen 
auch die beiden stereoisomeren Saéuren aus Brenzcholoidan- 
siure beim Erhitzen in die gleiche Brenzsaure iiber, genau so, 
wie dies fiir die beiden Biloidansiuren der Fall ist. 


Zur Konstitutionsfrage. 


Der ungiinstige Verlauf der Brenzreaktion hat zwar dem 
Abbau der Biloidans’ure auf diesem bewahrten Wege vorerst 
ein Halt geboten. Immerhin liBt aber die Feststellung, daB 
die aus der Oxydation der Cholsiure iiber das Zwischenglied 
der Biliansiure hervorgegangene Biloidansaure eine sechsbasische 
Siure von der Zusammensetzung C,,H,,0,, ist, einige nicht 
unwichtige Schliisse zu. Vor allem glauben wir, mit einiger 





1) Diese Zs. Bd. 114, 8. 177 (1921). 
*) Nachr. v. d. Gesellsch. d. Wissenschaften zu Géttingen, S. 22 
(1921). 
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Wabhrscheinlichkeit etwas iiber die bisher unbekannte Haftstelle 
der dritten Hydroxylgruppe in der Cholsiure aussagen zu 
kénnen. Es ist von Borsche') bewiesen worden, daB die beiden 
OH-Gruppen in der Desoxycholsiure sich in der Cholsiure an 
gleicher Stelle wiederfinden. Sie stehen, wie in den vorher- 
gegangenen Mitteilungen”) bewiesen ist, in den Ringen I und II. 
Durch gelinde Oxydation laBt sich Ring I in beiden Siuren 
dffnen, nachdem vorher alle sekundiren Alkoholgruppen in CO 
iibergegangen sind. Aus Cholsiure C,,H,,O; entsteht die 
3basische Diketosiure Biliansiure C,,H,,0,, aus Des- 


3478) 
oxycholsiure C,,H,,0O, die 3basische Monoketosiure Des- 
oxybiliansiure C,,H,,0,. Wenn man Desoxybiliansiure mit 
Salpetersiure weiter oxydiert, so wird der zweite Ring, der 


die CO-Gruppe trigt, in analoger Weise wie Ring I gedfinet.*) 


l 
ene... C- 
H,Cis' 410 - Ho > 
| Il | " | 
ee , 0CH, > HC CH, 
H,c7 ' ~6——30H, HOOC~ \c~_-CH, 
ae ee | | 
TO 50 C 7 
HOHC’ , 2 5~ . JCHOH HOOG. aN 
CH, CH, Ce.” U8, 
Desoxycholsiiure Desoxybiliansiiure 
F 
jae 
Hit Oo 
| | 
: | HC OH, 
HOOC~ “-C<—CH, 
| COOH 
HOOCY Cn , 
CH, COOH 
Choloidansiure 





1) Ber. 52, 342 (1919). 

2) Diese Zs. Bd. 108, 8. 295 ff, S. 306 (1919). 

3) In den Formeln wird durch die punktierte Verbindung zwischen 
Kohlenstoff 8 und 10 angedeutet, daB fir den Ring II die Gliederzahl 6 
nicht fiir ausgeschlossen erachtet wird. Vgl. dazu die X. Mitteilung, 
diese Zs. Bd. 114, S. 175 (1921). 
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Die Choloidansiure ist als 5 basische Saure C,,H,,0,, erkannt 
worden. 

An der weiteren oxydativen Aufspaltung der Biliansiure 
C,,H,,0, mit Salpetersiiure sind die beiden in ihr vorhan- 
denen Ketogruppen beteiligt. Es geht ein Kohlenstoffatom als 
CO, verloren; die im Wasserstoffgehalt unverminderte 6 basische 
Biloidansiure C,,H,,O,, mit dem Grundkohlenwasserstoff C,,H,, 
kann nur mehr ein Ringsystem enthalten. Damit entfallt fiir 
die Cholsiure jede Formulierung, welche die dritte Hydroxyl- 
eruppe an eine Seitenkette und nicht in einen Ring verlegt. 
Welcher Ring ist nun ihr Triger? Die Offnung von zwei 
weiteren Ringen in der Biliansiiure (beim Ubergang in Biloidan- 
siiure) gegeniiber nur einem in der Desoxybiliansiure (Choloidan- 
siure) muB dort durch die zweite, aus der dritten OH-Gruppe 
der Cholsiure entstandene Ketogruppe verursacht sein. Man 
kann ohne weiteres annehmen, da Ring II in der gleichen 
Weise wie bei der Desoxybiliansiiure aufgespalten wird. Wenn 
auch der weitere Ring nach dem Muster der beiden ersten 
oxydativ gedffnet wiirde, so miBte eine siebenbasische Siure 
C,,H,,0,, entstehen, von deren sieben CO,H-Gruppen sechs 
paarweise aus drei cyclischen Ketongruppen der Form CH, —CO— 
stammten. Statt der Tbasischen Saéure C,,H,,0,, haben 
wir aber die CO,-armere 6 basische Biloidansiure C,,H,,0,, 
als das Produkt der energischen Oxydation der Biliansiure 
erkannt. Dieses Ergebnis bestimmt uns, anzunehmen, daf der 
weitere Ring, der sich in der Biloidansiure d6ffnet, zu den 
beiden ersten in einer ganz bestimmten Beziehung des Stand- 
orts sich befinden muf. Es wire nicht einzusehen, warum 
ohne diese Beziehung aus dem neuen Ring nicht die Saure 
C,,H,,0,, mit zwei neuen Carboxylen (gegentiber der Choloidan- 
siiure) entstehen sollte. Wir glauben, daB die zweite CO- 
Gruppe der Biliansiure — und damit die dritte OH-Gruppe 
der Cholsiiure — in dem gleichen Ring stehen, der vor 
kurzem als Ring III des Gallensiuremolekiils erschlossen 
worden ist. 

Die Bildung der 6basischen Saiure C,,H,,0,, aus Chol- 


34712 
siiure wird verstiindlich, wenn man die oxydative Sprengung 
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von Ring III zwischen die Kohlenstoffatome 12 und 13, die 

zweite CO-Gruppe der Biliansiiure also an eine dieser beiden 
Stellen verlegt, wie es nachstehende Formelbilder. veranschau- | 
lichen: 








CO CH, 
41 2\ LAP 
H,Ci3 11C OCis 110 
| | | 
HC :10CH, HC .oGH, 
Pe oe 
HOOC C CH, HOOC C CH, 
| | | 
HOOC CH CO HOOC bu CO 
Yh gaa aa 
CH, CH, CH, CH, 


Die zunachst zu erwartende 7basische Siure C,,H,,0., 
ist eine Malonsaure, die unter CO,-Verlust in die Biloidansiiure 
iibergehen wird. 





HOOC HOOC 
St es 
Hooc «6G : 
| | 
CH CH, CH, CH, 
Pas Oat ene Pe 
HOOG G—CH, HOOG : CH, 
| | | 
HOOC CH COOH HOOC CH COOH 
haat Min i 
GH, COOH GH, COOH 


Biloidansiiure 


Die Erérterung der Konstitution erlaubt noch einen wei- 
teren Schritt, der fiir die Frage nach der Haftstelle des noch 
unerforschten Teils des Molekiils nicht ohne Bedeutung ist. 
Von den C-Atomen 12 und 13, die an sich beide fiir die 
zweite CO-Gruppe in Betracht kommen kénnen, kann C,, 
den Sauerstoff nicht wohl fiihren; denn dann wire die Bilian- 
siure eine f#-Ketonsiure. Wir haben aber festgestellt, dab 
Biliansiure von der gleichen Hitzebestiindigkeit ist wie Desoxy- 
biliansdure. 


1,147 g gaben bei zweistiindigem Erhitzen auf 280° nur 0,0636 g 
= 5,6°/, CO, ab, nach dreistiindigem Erhitzen auf 300° verloren 1,0393 g 
0,0952 g CO,, das sind 9,1°/,. Die Abspaltung von einem Mol. CO, 
wirde 9,77°/, ausmachen. 
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Wir halten es nicht fiir wahrscheinlich, daB die 8-Keto- 
siure derart stabil wire, wenn auch in der Campherreihe zwei 
bestandige cyclische #-Ketonsaiuren von einander nahestehender 
Konstitution bekannt geworden sind." 

Noch ein anderer Grund veranlaBt uns, die Ketogruppe 
an die Stelle 12 zu legen. Lassar-Cohn?) hat die Bilian- 
siure mit Permanganat zur Ciliansiure oxydieren kénnen, 
der M. Schenck mit einleuchtenden Beweisen die Formel 
C,4Hs,0,, gibt. Die Ciliansiure ist vierbasisch und enthialt 
wahrscheinlich zwei Ketongruppen, von denen allerdings nur 
eine bestimmt als solche nachgewiesen ist. Aus der Bilian- 
siure entsteht die Ciliansiure nach der Gleichung: 


38K 20 2K 
orem Co4H 340 —— ae C.4H5,0,, . 


Die Basizitaét wird nur um ein Carboxyl erhéht. Dies 
ist, wie Schenck’) mit Recht auBert, nur méglich, wenn ein 
Ring an einer CO-Gruppe gegen ein tertiires C-Atom hin 
oxydativ aufgebrochen wird: 


«00 - ocoH OC<. 


Von den beiden CO-tragenden Ringen II und III enthilt 
Ring If die Ketongruppe sehr wahrscheinlich zwischen zwei 
Methylengruppen. Es hat sich zudem gezeigt, daB Ring II in 
der Desoxybiliansiiure unter den Bedingungen, unter denen 
Biliansiure zu Ciliansiure oxydiert wird, zum allergréBten 
Teil unverindert bleibt. Daher verfillt bei diesem Ubergang 
Ring III der Aufspaltung durch Permanganat. Die Beobach- 
tung, daB ein System CH,—CO—CH< durch Salpetersaure 
zwischen Methylen und Carbonyl zu zwei Carboxylgruppen, 
durch Permanganat zwischen Carbonyl und tertiirem C-Atom 
zu Carboxyl und Carbonyl gespalten wird, ist im Verlaufe 
dieser Untersuchungen mehrfach gemacht worden. Diese Er- 
fahrung iibertragen wir auf den Fall der Cilianséure und ver- 





1) Komppa, Ber. Bd. 44, S. 1536 (1911); Aschan, Ann, der 
Chem. Bd. 410, S. 248 (1915). 

*) Ber. Bd. 32, S. 684 (1899). 
8) Diese Zs. Bd. 107, S. 155 (1919). 
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muten, daB sie durch Offnung von Ring III nach diesem 
Schema entstanden ist. Damit wiirde der CO-Gruppe in Ring IIT 
eindeutig die Stelle 12 zugewiesen, in Nachbarschaft zu einem 
tertidren C-Atom in 11. Der Ubergang von Biliansiure zu 
Ciliansiure wire folgendermaBen auszudriicken: 





CO COOH 
1m, Ye” al 
H,Cis 11CH— H,C CO 
| | | | 
HC: CH, HC CH, 
+ peti dl ee ° 
HOOC: ‘ee a HOOC C CH, 
| | | 
HOOCs ;:CH_ ;CO HOOC CH CO 
. ; “ee ee 
CH, CH, CH, CH, 


Ob wir mit diesen Folgerungen auf dem richtigen Weg 
sind, muff die Fortsetzung der Untersuchung erweisen, der 
durch sie zum mindesten einige neue Gesichtspunkte zugefiihrt 
worden sind. 

Die Biloidansiiure ist isomer mit der Solannellsiure, 
zu der wir in der letzten Abhandlung von der Desoxychol- 
siure aus unter Aufspaltung des dritten Ringes vorgedrungen 
sind. Fiir die Solannellsiure ist die folgende Formel aufgestellt 
worden, der wir die der Biloidansiure zum Vergleich an die 
Seite stellen. 


CH, HOOC 
ee on 
HOOG CH— HOOCG CcH— 
| | 
HOOC OH, H,C ba, 
ee a lin 
O—OCH, C—UCH, 
I | 
HOOC bes COOH HOOC CH COOH 
ge 
GH, COOH CH, OOOH 
Solannellsiure Biloidansiure 


Die beiden Saiuren zeigen betrichtliche Unterschiede. Vor 
allem finden wir keine befriedigende Erklirung fir ihr ver- 
schiedenes Verhalten bei der thermischen Zersetzung. Dabei 
verliert die Biloidansiure (bei 230—240° 2 Mol. CO,, die 
Solannellsiiure (bei 260°) nur ein Mol. Dagegen gleicht die 
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Norsolannellsiure C,,H,,0,, der Biloidansiiure so auBer- 
ordentlich, daB wir die beiden Saéuren anfangs fiir identisch 
hielten. Wir stellen die drei Siuren einander gegeniiber. 

Krystall- Titer in CO,- 


form  wiibr. Lsg. [¢l> -Verlust 
Solannellsiiure . . 202—203° Blittchen 100 +- 35,1 1 Mol 


Schmelzp. 


Norsolannellsiiure . 228—229° Prismen 84 + 10 a 
Biloidansiiure. . . 228° ‘ 84 + 11,28 2 ,, 


Die Norsolannellsiure gibt beim Kochen mit Wasser keine 
Hydratsiure, auch bildet sie, anders als Biloidansiure, kein in 
der Hitze schwer lésliches Bariumsalz. 


Wenn die Ableitungen, zu denen wir von der Untersuchung 
der Biloidansiure aus gekommen sind, fiir die Konstitution 
der Cholsiiure zutreffen, dann ist an den drei damit erforschten 
Ringen nur mehr ein Kohlenstoffatom, nimlich 11, fiir die Auf- 
nahme des tibrigen Molekiils, des RestbestandesC,,H,,-COOH frei. 


CHOH 
Zan, 
H,Cis 1 a ee 
| 
HC 10CH, 


7 
~, 


tn? 


ae 
H,Cz: C sCH, 
| | 
HOHCs: _™ 7;CHOH 
Nien, ail, oil 
CH, CH, 





Will man das vierte Ringsystem, das noch in ihr enthalten 
ist, nach Art einer Kondensation an die drei zusammenge- 
schlossenen Ringe anheften, so kénnte fiir die zweite Bindung 
nur Kohlenstoffatom 10 Verwendung finden, etwa im Sinne der 
folgenden Formel: 


Liegt aber der vierte Ring auBerhalb, dann gewinnt die 
nachstehende Forme! fiir die Cholsiure Interesse. 
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CHOH H, H, CH, 


AA™ a elit 
H,Cis 11CH—HCr.4 17CH—CH—CH, - CH,- COOH . 


| | 15 ye 
HC 80 CH NC=6 


PTW H, HB; 
H,C2 CH»s sCH, 


| | 
HOHO sCH 7CHOH 


bi oti, ll 
OH, GH, 
Der festgelegte Bau des Endgliedes 


—C—CH, : CH, - COOH 


| 
CH, 


gibe ihr bei der geringen Auswahl, die hier bliebe, einen 
ziemlichen Grad von Wahrscheinlichkeit. Dieses Endglied 
kénnte natiirlich auch an C,,, ,, oder ,, gebunden sein, an 
dem tricyclischen Geriist des perhydrierten peri-Benzonaph- 


thalins’) wire als einziges das, C-Atom 10 noch frei. 


Wir haben die reichlichen Mutterlaugen, die bei der Dar- 
stellung der Biloidansiure durch direkte Oxydation der Chol- 
siure abfielen, dazu benutzt, um eine Altere Arbeit Panzers?) 
nachzupriifen. Panzer hat Cholsiure mit Salpetersiiure 1,4 
drei Tage lang am RiickfluBkihler gekocht und nach beendigter 
Einwirkung die entstandenen Siéuren mit Bleiessig zerlegt. 
Wahrend er aus den unléslichen Bleisalzen keine einheitliche 
Verbindung zu isolieren vermochte, fand er unter den Siiuren, 
deren Bleisalze nicht gefallt wurden, Bernsteinsiure und 
w-Methylglutarsiure. Spiter hat Windaus*) durch ener- 
gische Oxydation des Cholesterins mit Salpetersiiure diese 
beiden Siuren auch in geringer Menge erhalten. Wir kénnen 
den Befund von Panzer voll bestitigen; unser Ertrag an 
a-Methylglutarsiure war erheblich gréBer als der seinige. 

Es wurden die Mutterlaugen von der Darstellung der 
Biloidansiure auf dem Wasserbade zur Trockne verdampft, der 





1) Der Name ist dem Benzanthron nachgebildet. 
2) Diese Zs. Bd. 60, 8. 376 (1909). 
3) Diese Zs. Bd. 102, S. 160 (1918). 
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a 


Riickstand (250 g) wurde mit der dreifachen Menge Salpeter- 
siure (1,4) zwei Tage lang am RiickfluBkiihler gekocht, hierauf 
die Lésung wieder zur Trockne gebracht. Nachdem durch 
wiederholte Zugabe von Wasser die Salpetersiure entfernt war, 
wurde in 5 Liter Wasser aufgenommen und nach dem Vorgange 
Panzers erschépfend mit Bleiessig gefallt. Die Filtrate von 
den Bleisalzen wurden mit Schwefelwasserstoff entbleit und zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand gab bei der Extraktion 
mit Ather an diesen «-Methylglutarsiure und wenig Bernstein- 
siure ab. Durch Destillation im Vakuum wurden etwa 5 g 
von der ersten Saure gewonnen. Die durch mehrmalige Kry- 
stallisation aus Benzol gereinigte Siure (glinzende, strahlig 
angeordnete Prismen) schmolz bei 77°. Im Hinklang mit der 
Angabe von Kénigs und Eppens’) krystallisierte aus der mit 
Bleiacetat versetzten Lésung des neutralen Natriumsalzes nach 
einigem Stehen das Bleisalz in kreidigen Warzen aus, die nun 
wit Wasser nicht mehr in Lésung gingen. 
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BREF AUG ARAL ANE 2 NEI OTE 


0,0850 g Substanz gaben 0,1532 g CO, und 0,0540 g H,O. 
CsHio0, Ber. 49,329, C —6,85°/, H 
Gef. 49,17°/, C 7,11°/, EL. 


Titration: 0,1118 g Substanz verbrauchten 15,38 cem n/10 NaOH. 
Aquivalent: 73, ber. 73. 


") Ber. 25, 260 (1892). 
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Beitrage 
zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs. 
Uber Formyl-Hydroxyhamine. 


Von 


William Kiister und Adolf Gerlach. 


(Mitteiluns aus dem Labor. f. org. u. pharmac. Chemie der Techn. Hochsch. Stuttgart.; 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Dezember 1921.) 


[Im Jahre 1920 berichtete 8S. Partos') iitber die Darstellung 
und Kigenschaften eines ,neuen himatinartigen krystallisierten 
Kérpers“, konnte jedoch aus Mangel an Material eine genaue 
analytische Untersuchung nicht durchfiihren. Er muBte sich 
auf colorimetrische Kisenbestimmungen beschriinken und fand 
den fiir ein ,Himatin“ viel zu niedrigen Mittelwert von 
7,65 °/, Fe. Andrerseits konnte er auf mikroskopischen Wege 
die Mdglichkeit der Uberfiihrung seines Stoffes in Teich- 
mannsche Krystalle dartun. DaS hier ein Widerspruch vor- 
liegt, hat S. Partos selbst erkannt. Sein himatinartiger Stott 
erweckte nun unser Interesse einmal wegen der an ihm er- 
kannten Eigenschaften, namentlich durch seine geringe Lis- 
lichkeit in Pyridin, ferner aber auch wegen der Art der Dar- 
stellung, die sich in einer Beziehung an die von W. Kiister?) 
bei der Gewinnung eines ,essigsauren Himatins“ befolgte 
Methode anschlof, weil die organische Siure, und zwar handelt 
es sich bei Partos um Ameisensiure, selbst zur Extraktion 
des im wesentlichen nach Mérners Methode vorbehandelten 





') Bioch. Z. Bd. 105, 5. 49 (1920). 
*) Beitriige zur Kenntnis des Hiimatins. Tiibingen. Verlag von 
Fr. Pietzker 1896. 
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defibrinierten Blutes in Verbindung mit dem von dem einen 
von uns zuerst benutzten Methylalkohol verwendet, also unter 
AusschluB von Schwefelsiure gearbeitet wird, der Umweg iiber 
das in Alkoholen leicht lésliche Sulfat der prosthetischen 
Gruppe des Blutfarbstoffs also vermieden wird. Wir haben 
daher die Herstellung des Partosschen Stoffes wiederholt, 
wobei uns die bisher schon gesammelten Erfahrungen auf dem 
Himingebiet sehr zu statten kamen. So konnten wir die Aus- 
beuten, welche Partos mit 0,5—0,5 ¢ pro Liter Blut angibt, 
bis auf 1,25 g verbessern und zwar lediglich dadurch, daB wir 
das mit 3°/, Ameisensiure haltenden 92°/,igem Methylalkohol 
extrahierte Blutkoagulum nach Filtration des Extrakts scharf 
abpreBten und den PreBsaft mit den Filtraten vereinigten, ein 
Verfahren, das von W. Kiister schon Ofters als lohnend be- 
schrieben wurde.') Eine weitere Verbesserung erreichten wir 
dadurch, daB das Erhitzen der Extrakte im Wasserbade, wobei 
die Abscheidung des Himins erfolgt, am RiickfluBkiihler vor- 
genommen wurde, wodurch das Verdampfen des Methylalkohols 
verhindert wird. Bestatigt wurde die Angabe von Partos 
gefunden, daB man einen Methylalkohol verwenden soll, der 
3°/, Ameisensiiure enthalt, durch héhere Saurekonzentration 
wird nimlich zwar eine griindlichere Extraktion des Blut- 
kuchens erreicht, den Extrakten mengt sich aber dabei EiweiB 
bei, so daB die Filtration erschwert wird.?) Andrerseits ist 
bei genauer Kinhaltung der Vorschrift von Partos das sich 
im Laute von 17/, Stunden abscheidende Himin sehr rein. 
d.h. kaum durch Eiweii verunreinigt, was bei der Unldéslich- 
keit des Hiimins von groBer Bedeutung ist. Die analytische 
Untersuchung bestiitigte dann unsere auf diese Art der Dar- 
stellung gegriindete Vermutung, dab wir es in dem Partos- 
schen Kérper mit einem Formylhydroxyhimin zu tun haben, 


a 


*) Diese Zs. Bd. 29, 187 (1900). Abderhaldevs Handbuch 4d. biolog. 
Arbeitsmethoden. 1. Aufl., Bd. IT, 8. 618 (1910). 

*) Nach Versuchen von A. Gerlach kann EiweiB durch Pepsin 
auch in Gemeinschaft mit Ameisensiiure an Stelle der Salzsiure’ ver- 


daut, also léslich gemacht werden, was man sich im gegebenen Falle: ° 


wird zunutze machen kénnen. 
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in dem also der Rest der Ameisensiiure an Stelle des Chiors 
im gewdhnlichen Himin erscheint.!) Die Unléslichkeit jy 
kalter Sodalésung erklart sich aus dem Vorliegen eines mono- 
methylierten Himins, ein Befund, der nach den vielen Er- 
fahrungen iiber die wir bei der Herstellung von Haminen 
unter Verwendung von Methylalkohol verfiigen, vorhergesehen 
wurde; durch die Auflésung in kaustischen Alkalien tritt dann 
Verseifung und zugleich Abspaltung des Formyls ein. Diese 
vollzieht sich aber sehr langsam, welcher Umstand auf das 
Vorliegen eines besonderen Himintypus, dessen Herausbildung 
auf die eigenartige Darstellung zuriickzufiihren sein muB, bereits 
hinweist. Diese Vorstellung wird erhirtet durch die Beobach- 
tung, daB der Stoff auch in Chinin- und Pyridinchloroform 
unléslich ist, was bisher noch an keinem Himinpriiparat fest- 
gestellt werden konnte. Leider machte die Unldslichkeit in 
simtlichen organischen Liésungsmitteln eine Bestimmung der 
Leitfihigkeit unméglich. Es unterliegt aber wohl kaum einem 
Aweifel, daB eine solche nicht vorhanden ist und daB das 
Monomethylformylhydroxyhimin als ein inneres Salz an- 
gesprochen werden darf. Da nun die Kinwirkung von Diazo- 
methan eine weitere Veresterung nicht herbeifiihrt — es wurden 
nach derselben nur Spuren von dimethyliertem Hamin auf- 
gefunden, die wahrscheinlich auf Rechnung der geringen Bei- 
mengung von Chlorhimin zu setzen sind —, und das erhaltene 
Haimin doch nach Art seiner Herstellung dem (-Typus an- 
gehéren muB, in welchem das eine Carboxyl aus der Sphiire 
des HKisens geriickt und durch Diazomethan veresterbar ge- 
worden ist, mu8 im Partosschen Himin das schon veresterte 
Carboxyl diese Stelle einnehmen und das zweite Carboxyl 
muB mit dem einen (fiinfwertigen) Pyrrolenstickstoff betainartige 
Bindung eingegangen sein. Damit ist aber die Anordnung um 
das Eisen in diesem Hamin eindeutig bestimmt und bei Zu- 
grundelegung der Koordinationszahl ,,6“ fiir das Eisen auch 
dieses Haimins ergibt sich, daB der Formylrest beteiligt sein 
mu, wodurch wieder die Ausnahmestellung, welche die Ameisen- 


') Unsere Priiparate enthielten nur 0,16—0,2°, Chlor. 
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siure einnimmt, eine Krklarung tindet, nach Partos reagiert z. B. 
weder Kssigsiure') noch Oxalsiure?) im gleichen Sinne. Wir 
kommen also zu folgendem Bilde fiir das innere Salz des 
§-Hiimintypus in bhezug auf die Gruppierung um das Kisen: 


Pe 1COOCH, 
| >N—Fe—N 
O a. 
| O N< 

>NH é 

Ho-o | 








Dieses Bild bringt also die Unléslichkeit in allen orga- 
nischen Lésungsmitteln, selbst in Pyridin zum Ausdruck. Nur 
unter der linger wihrenden Einwirkung von Methylalkohol, 
der etwas konz. Schwefelsiiure enthilt, findet allmahlich ein 
in Lésunggehen statt und aus dieser Lésung wird auf Zusatz 
von Salzsiiure ein dimethyliertes Chlorhimin gefallt. Es hat 
also Liésung der Betainbindung und Abspaltung des Formyl- 
restes stattgefunden, wonach der Ubergang in den schon be- 
kannten Typus erfolgen kann. Es ist nun bemerkenswert, daB 
diese Reaktion durch schwefelsiurehaltiges Aceton nur in unter- 
veordnetem MaBe erfolgt, die Méglichkeit zur Veresterung des 
zweiten Carboxyls spielt also wohl eine Rolle auch fir die 
Abspaltung des Formyls, die bei Verwendung von Aceton nur 
etwa zur Hilfte erreicht wurde. 

Was die Umwandlung in den «-Typus betrifft, so wurde 
schon erwihnt, da das Partossche Haimin in Chinin- bzw. 
Pyridinchloroform so gut wie unléslich ist, erst nach der Be- 
handlung mit schwefelsiurehaltigem Aceton gingen wiagbare 
Mengen, von 0,35 g 0,02 g in Lésung unter Bedingungen, die 
soust eine glatte Lésung bewirken; durch die erwahnte Be- 
handlung diirfte demnach die Umwandlung des inneren Salz- 


) Wenn KEssigsiure in Verbindung mit Methylalkohol nicht zu 
vinem sich unléslich abscheidenden Hiimin fihrt, so diirfte nach den 
Erfahrungen mit Essigsiiure und Methylalkohol der Umstand in Betracht 
zu ziehen sein, daB Methylalkohol leichter verestert als Athylalkohol 
md das monomethylierte Acetylhydroxyhimin in Methylalkohol léslich ist. 

*) Oxalsiure diirfte gleich der Schwefelsiiure in Alkoholen leicht 
lésliche Hiimine geben. Vgl. Rosenfeld, Arch. fiir exper. Pathol. 
Bd. 40, S. 142 (1898). W. Kiister, diese Zs. Bd. 40, S. 406. (1904). 
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typus angebahnt werden. Aus der in Lésung gegangenen 
kleimen Menge ein reines @-Chlorhimin durch Eintragen in 
Kisessigchlornatrium zu gewinnen, gelang nicht. Der Chlor- 
gehalt wurde in dem allerdings schén krystallisierten Himin- 
praparat zu gering befunden, das Formy!] diirfte auch hier also 
nicht volistindig abgespalten worden sein. Erst mit Ammoniak 
gesattigter wasserhaltiger Methylalkohol fiihrte schlieBlich das 
Himin von Partos in Lésung und diese lieferte beim Kin- 
tragen in Kisessigchlornatrium Teichmannsche Krystalle mit 
richtigem Chlorgehalt, hierbei ist aber Verseifung eingetreten 
und diese diirfte wohl zuerst erfolgt sein, damit Lésung er- 
folgen konnte. 

Die Darstellung von e-Formylhiimin durch zweckent- 
sprechende Modifikation der Schalfejeffschen Methode gelang 
nicht, immer wurde fast reines «-Chlorhimin gewonnen, die 
bei diesen Versuchen zugefiigte Ameisensiure vermag also im 
Gegensatz zur Bromwasserstofisiiure nicht, den Chlorgehalt des 
Blutes auszuschalten. Auch nach der Mérnerschen Methode 
unter Verwendung von Methylalkohol wurde, trotzdem hier das 
Blutkoagulum anscheinend chlorfrei gewaschen war, kein chlor- 
freies 8-Haimin erhalten, ebenso wenig entstand ein chlorfreies 
Himin als zur Extraktion ein mit Schwefelsiiure angesiiuertes 
Aceton nach Zaleski-Merunowicz verwendet worden war. 
Im letzteren Fall wurde natiirlich ein von Estern freies, im 
ersteren ein monomethyliertes Himin erhalten. SchlieBlich 
zeigte sich, daB auch mit 3°/, Ameisensiure angesiauertes 
Aceton eine Extraktion der prosthetischen Gruppe bewirkt 
und die filtrierten und eingeengten Extrakte nach dem Kochen 
am RiickfluBkiihler ein ,,Hamin“ fallen lieBen. Chlorfrei waren 
auch die auf solche Weise erhaltenen Krystalle nicht. Es soll 
aber versucht werden, das «- und das f-Formyl, sowie das 
Monomethylformylhydroxyhaimin, endlich das dem Partosschen 
Himin entsprechende nicht methylierte Himin auf den ge- 
schilderten Wegen zu erhalten, da deren genaue Untersuchung 
weitere Einblicke in das Wesen der Hiimine verschaffen wird. 
Doch ist schon durch die von uns ausgefiihrte Untersuchung 
des Partosschen Himins und seine Charakterisierung als 
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inneres Salz des §-Himintypus eine Bestitigung der von 
W. Kiister vertretenen Ansichten iiber die Art der Bindung 
des EKisens in der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs 
erbracht. Kine weitere werden wir durch eine Untersuchung 
emes neuen Acylderivats des Himins, namlich des Rhodan- 
himins erbringen kénnen, die bereits fast abgeschlossen ist. 
Schon jetzt sei hervorgehoben, daB es in der T'at einen e- und 
einen §-‘Typus des Himins gibt, denn das #-Rhodanhimin, 
welches mit Hilfe von Aceton in prachtigen Krystallen erhalten 
wird, lést sich in Bicarbonat auf und laBt sich durch Diazo- 
methan glatt monomethylieren, wihrend e«-Rhodanhimin sich 
erst in Sodalésung auflést. Die 6-Form zeigt also das Los- 
geléstsein des einen Carboxyls aus der Sphire des Hisens. 
Damit sind die Bindungsverhiltnisse des Kisens in der pro- 
sthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs festgestellt, es bleibt nun 
noch die Frage nach der Bindung des EKisens in Himoglobin 
selbst zu lésen. Das wird allerdings erst méglich sein, wenn 
die Art der Verkettung des Himochromogens an das Globin 
aufgeklirt sein wird. Bisher war in dieser Hinsicht') die Ver- 
mutung geiu8ert worden, es méchte eine Verbindung nach Art 
der Polypeptide vorliegen, so daB das eine Carboxyl der pro- 
sthetischen Gruppe oder deren beide in Aminogruppen des 
Proteinmolekiils eingreifen. Demgegeniiber treten neuerdings 
Herzfeld und Klinger?) fiir eine Adsorptionsverbindung ein, 
so darf man die von den genannten Autoren geiuBerte Vor- 
stellung ,das Himoglobin sei ein an Globin adsorbiertes 
Himochrom“ wohl ins Chemische iibersetzen. Nun ist aber 
das Loslésen der prosthetischen Gruppe allen Beobachtungen 
zufolge nur unter Bedingungen realisierbar, welche einen 
chemischen Kingriff, vielleicht also eine Wassereinlagerung, 
bedeuten. Vielleicht ist aber die Verkettung zwischen EiweiB 
und Himochromogen derartig zu denken, daB Carboxyle des 
EKiweiB mit den basischen Stellen der prosthetischen Gruppe 
betainartig vereinigt sind, dann wiren beide Carboxyle der 





1) Diese Zs. Bd. 66, S. 242 (1910); Bd. 101, S. 35 (1917). 
*) Biochem, Zs. Bd. 100, S. 64 (1919). 
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letzteren frei und kénnten eventuell mit Cholesterin verestert 
sein. Die salzartige Bindung wiirde, obgleich leicht lésbar, 
dann bereits hinreichen, um das Himochromogen, das, isoliert, 
unter Kinwirkung des Atmosphirsauerstoffs Zersetzung erleidei, 
vor diesen zu schiitzen, wenn er, vom Hisen aufgenommen, 
in das Himoglobin hineintritt. Einstweilen kénnen wir aber 
nur Vermutungen iuBern, denn die Methoden zur exakten 
chemischen Untersuchung des Hiimoglobins selbst und seiner 
Modifikationen stehen noch aus, und es wird notwendig 
sein, eingehende Vorstudien an iihnlichen, aber einfacher 
gebauten Molekeln zn machen. 


ixperimenteller Teil. 
I. Darstellung von Acetyl-Hydroxyhamin. 


Je 50 g zweimal umkrystallisiertes und véllig chlorfrei 
gewaschenes Oxyhimoglobinpulver, das mit Hilfe von Alkohol 
entwiissert worden ist,!) werden mit 206g Athylalkohol und 
200 g Eisessig zwei Tage lang bei miBiger Wirme digeriert, 
alsdann wird im Sandbade zum Sieden erhitzt und soviel — 
etwa 400 g — fast siedendes Wasser dazugegeben, da die 
Masse ganz diinnfliissig ist; sie zeigt dann bereits einen Atlas- 
schimmer. Sie wird jetzt durch ein Leinentuch abgegossen 
und der Ruhe, am besten in einer groBen Porzellanschale, 
iiberlassen. Nach etwa zwei Tagen hat sich bereits eine reich- 
liche Menge des Himins abgesetzt. Durch langeres Stehen- 
lassen kann man schlieBlich noch mehr von den sich erst ganz 
allmahlich senkenden Krystallen gewinnen. Die Mutterlauge 
wird dann abgegossen, die Krystalle mit Alkohol und Eisessig 
auf dem Wasserbade digeriert und dekantiert, was anfangs 
ziemlich lange dauert, zuletzt aber sehr rasch geschehen 
kann. Man filtriert dann ab und wischt aus, bis das 


1) W. Kiister, Chem. Ber. Bd. 27, 8S. 573 (1894); M. Nencki, Arch. 
fiir exper. Pathol. Bd. 18, S. 404 (1884), Bd. 20, S. 325 (1885), Bd. 24, 
S. 480 (1887); Arch. des sciences biol. St. Petersburg Bd. 2, Nr. 1, S. 120 
1893). 
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Waschwasser neutrale Reaktion aufweist. Die Ausbeute be- 
trigt 0,23 g. 

Das Acetyl-Hydroxyhimin stellt ein mikrokrystallines, 
schwarzes Pulver vor, das sich bei der Analyse als chlorfrei 
erwies und im itbrigen Werte ergab, die mit den fir ein 
Acetylhydroxyhimin berechneten iibereinstimmen. Bemerkens- 
wert ist die Méglichkeit der Uberfithrung in Teichmannsche 
Krystalle. Krhitzt man nimlich das Himin mit Eisessig, so 
erfolgt nur schwer die Lésung eines kleinen Anteils, bringt 
man nun einen ‘lropfen konzentrierter Salzsiiure dazu, so geht 
scheinbar alles in Lésung. Wird jetzt rasch filtriert, so findet 
man im Filtrate prachtvoll ausgebildete Teichmannsche 
Krystalle. *) 

Analyse: 

0,1838 g Substanz (i. V. getr.) gaben 0,4296 g CO,, 0,0893 g H.O 
und 0,0231 g Fe,O,. 

0,2253 g Substanz (i. V. getr.) gaben 0,5250 g CO, und 0,1102 g H,O 

0,1962 g¢ Substanz (i. V. getr.) gaben keine Spur AgCl, 0,0251 g 
Fe,O, (Carius). 

0,3793 g Substanz (i. V. getr.) gaben 0,0468 g Fe,Q3. 

C,,H,.0,N,FeO - COCH, = C,,H,;0.N,Fe. 
Ber. 63,99°/, C 5,22 H —8,279/, Fe 


Gef. 63,75 5,39 8,79 
68,55 5,42 ~ 

8,95 

8,64 


II. Die Darstellung des inneren Salzes des Monomethyl- 
formylhydroxyhamins 


wurde zunichst nach den Angaben von Partos bewerkstelligt 
und dessen Angaben bestiitigt gefunden, nur erhielten wir 
héhere Ausbeuten an Himin, aus 3°/, Liter Hammelblut z. B. 
4.6 g, also pro Liter 1,25 g (Priparat [), was dem Umstande 


1) Die Versuche sind im Jahre 1893 ausgefihrt worden. Eine Er- 
giinzung derselben, namentlich in bezug auf die Eigenschaften (Léslich- 
keitsverhiltnisse) des Acetylhydroxyhimins konnte leider nicht vor- 
venommen werden. 


ie tat alan O Sig feats 
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zuzuschreiben ist, daB wir die mit Hilfe von 92°/,igem, 3°), 
Ameisensiiure haltenden Methylalkohol gewonnene Lésung des 
Haimins durch Filtration vom Blutkoagulum trennten, letzteres 
scharf abpreBten und den PreBsaft, in welchem sich die er- 
heblichsten Mengen des Haimins befinden, mit dem Filtrat ver- 
einigten. Pro Liter Blut wurden hier 340 g Blutkuchen er- 
halten und dieser mit 2 Litern Methylalkohol unter Zusatz 
von 35 com 25°/, iger Ameisensdiure extrahiert. Spiter modi- 
fizierten wir das Verfahren von Partos, bei dem viel Methyl- 
alkohol verloren geht dadurch, daB wir die Extrakte in groben 
Rundkolben 6 Stunden am RiickfluBkiihler kochten, wobei sich 
allerdings ein grofer T'eil des Himins bereits an den Kolben- 
winden absetzte, durch Schiitteln mit Glasperlen aber ab- 
zulésen war. Die Ausbeuten betrugen hier 1,2 g pro Liter 
Blut (Praparat If). Die Reinigung der Priparate erfolgte durch 
Waschen mit Methylalkohol, der etwas Ameisensiiure enthielt, 
dann mit Ather, schlieBlich wurde noch zur Beseitigung etwa 
anhaftenden Cholesterins mit Ather extrahiert. Sie erwiesen 
sich beim Durchmustern unter dem Mikroskop als rein, d. h. 
eiweiBartige Beimengungen waren nicht vorhanden, ein Er- 
gebnis, das nicht nur durch die analytischen Resultate be- 
stiitigt wurde, die mit den theoretisch berechneten gute Uber- 
elnstimmung zeigten, sondern auch durch die Beobachtung, 
da8 nach dem Lésen in angesiiuertem Methylalkohol (vgl. 8. 110) 
héchstens Spuren von Verunreinigungen zuriickblieben. Als 
Krystallformen waren zumeist feine, schlanke Nidelchen zu 
beobachten, die teils einzeln, teils zu schénen dichten Drusen 
verwachsen, auftreten, daneben zeigten sich wenige Teich- 
mannsche Krystalle, wie sich denn auch bei der Analyse ei 
ganz geringer Chlorgehalt ergab. Die Priparate sind in Wasser 
und allen organischen Solventien unliéslich, auch in Anilin 
und Pyridin, sowie in 5°/,iger Sodalésung bei Z.-T., beim 
Erhitzen mit derselben und in kalter 1°/, iger Natronlauge 
sind sie langsam léslich, erst beim Erwirmen mit letzterer 
werden sie rasch gelést. Von weiteren Mitteln wird bei der 
Beschreibung der Versuche zur Umscheidung der Priparate 
die Rede sein. 








. 0,23881 g Subst. 


2. 01576 g  ,, 
3. 0,1802¢g __,, 
4. 0,2037 ¢ __s«, 
5, 4,600 mg _,, 
6. 5,368 mg ,, 
7. 4,750 mg ,, 
8. 7,218 mg _,, 
9. 0,5206¢ _,, 
1. 0,1182 g Subst. 
2. 0,1012¢g sé, 
3. 0,1676 g _,, 
4. 0,1052 g so, 
5. 0,3857 g 
Cy,H, 
C 
Ber. 63,98 °/, 
I. 1. Gef. 63,65 
2. 63,84 
3. - 
4. —_ 
dD. 
6. 
7. 
8. 

9. —_— 
Ih. 4. 63,62 
2. — 

3. _ 

4. — 

D. 
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Analysen: 
Priparat I (i. V. getrocknet). 
gaben 0,5557 g CO,, 0,1103 g H,O u. 0,0283 g Fe,0,. 
0,3689 g CO,, 0,0732 g HO. 
12,6 com N bei 18° und 742 mm B. 


15,.cem N ,, 19° ,, 742 mm B. 
0,030 mg AgCl (Mikro-Carius). 
0,043 mg AgCl ( - ). 
1,544 mg AgJ (Mikro-Zeisel). 

» 2,482 mg AgJ ( ‘i. ). 
0,3480 g HgCl und 0,3410 g HgCl.') 


Priiparat IL (i. V. getrocknet). 
gaben 0,2757 g CO,, 0,0523 g H,O u. 0,0137 g Fe,O,. 
» 4cem N bei 19,5° und 747 mm B. 
»  0,0007 g AgCl und 0,0211 g Fe,O, (Carius). 
0,0352 g AgJ (Zeisel). 
0,2678 g HgCl.?) 


” 


(CH,)O,N,FeO « CC yy = CypHys0eN, Fe. 

H N Fe HCOOH CH, Cl 
5,239/, 8,80°/, 8,27, 6,82, 2,22% 0,0 °%, 
5,18 _ 8,31 - i . 
3,20 - — 

8,01 ae a 
= 8,46 a seal as 
‘ “ is = 0,16 
see ss * — 0,20 
_ 7 : 2,08 — 
ie i 220 — 

_ sie 6,52 - a 
4,95 8,11 6,39 - 
ae 8,39 ‘i < dit oe 
io sn 8,80 = _ 0,11 

, = 2,14 os 

_ 6,78 _ 











1) Zur Bestimmung der Ameisensiiure wurde das genau abgewogene 


Himin in einem Rundkolben in 100 cem reiner 1°/,iger Natronlauge 
gelést, mehrere Stunden schwach erwirmt und iiber Nacht stehen ge- 
lassen, dann mit Schwefelsiiure angesiuert und, ohne zu filtrieren, im 
Dampfstrom destilliert. Das Destillat wird in 100 cem Quecksilberchlorid- 


Natriumacetatlésung aufgefangen, die 50 g Sublimat und 27,5 g Acetat 
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II. b) Versuche zur Uberfihrung des Partosschen Hamins in 
einen anderen Hamintypus und Gewinnung des «-(Chlor) hamins, 
sowie eines /-Dimethyl (chlor) hamins. 


Wie schon erwihnt, bekundet sich die Natur des nach 
dem Verfahren von Partos dargestellten Himins als ein inneres 
Salz durch seine Unldéslichkeit bzw. Indifferenz gegen die Kin 
wirkung organischer Basen. Die nachfolgenden Versuche mégen 
dieses Verhalten kennzeichnen. 

a) 0,5 g Monomethyl-formyl-hydroxyhimin wurden mit 
einer Lésung von 0,5 g Chinin in 12,5 cem Chloroform vier 
Stunden auf der Maschine geschiittelt, schlieBlich wurde die 
Mischung erwiirmt, ohne daB eine Spur des Himins in Lésung 
ging. £) Ebensowenig war es méglich, das Hamin durch 
Pyridinchloroform in Lésung zu bringen. y) Auch in alko- 
holischem Ammoniak verschiedenster Konzentration lésten sich 
im giinstigsten Falle nur Spuren des Himins. Erst als Am- 
moniak und Alkohol durch Eindampfen auf dem Wasserbade 
verjagt waren, konnte auf erneuerten Zusatz von Alkohol und 
Sattigen desselben mit Ammoniakgas ein kleiner Teil in Lésung 
gebracht werden. Die filtrierte Lésung in Eisessig, der 0,5 g 
Natriumformiat enthielt, bei 110° eingetragen, ergab nach 
48 Stunden noch keine Krystallisation, Nach 10 Tagen konnten 
geringe Mengen kleinster Niadelchen festgestellt werden, doch 
war die Ausbeute zur Ausfiihrung. einer Analyse zu gering 


im Liter enthilt. Sind 500 cem iiberdestilliert, so wird mit Natronlauge 
wieder alkalisch gemacht, nach 2 Stunden von neuem angesiiuert und 
nun so lange destilliert, bis das Destillat einen Liter betriigt. Dies wird 
dann auf dem Wasserbade auf etwa 250 cem eingeengt und nach dem 
Erkalten das Kalomel auf gewogenem Filter gesammelt, bei 105° ge- 
trocknet und gewogen. Liistig ist bei dieser Bestimmung das starke 
Schiumen im Destillationskolben, man wihle daher den Rundkolben 
nicht zu klein. Bei Priparat I wurden zu den beiden Bestimmungen 
je 100 cem des Destillats, bei Priiparat II das ganze Destillat verwendet. 
i Gewt. HgCl = 0,0976 Gewt. HCOOH. Vgl. Porter u. Knyssen, 
Zs. analyt. Chem. Bd. 16, S. 250 (1877); Konig, Chem. d. Nahrungs- u. 
GenuBmittel Bd. 8, 1. Heft, S. 460; Lieben, Mon.-H. fiir Chemie 
Bd. 14, S. 753 (1893); Coutelle, Jl. fiir prakt. Chem. (2) Bd. 73, 8. 67 
(1906); Seala, Gaz. chim. ital. Bd. 20, 8. 394 (1890). 
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0) 0,5 g fein pulverisiertes Monomethyl-tormyl-hydroxy- 
himin wurden mit 100 ccm Aceton, das 25 Tropfen konz. 
Schwelelsiure enthielt, 12 Stunden digeriert und die Mischung 
noch */, Stunde am RiickfluBkiihler gekocht, darauf wurde 
filtriert und der Riickstand demselben Verfahren noch einmal 
unterworfen. Es verblieben 0,35 g ungelést, aber wie wir 
sehen werden, nicht unverindert. Das Filtrat wurde im Auf- 
kochen mit 2,5 com 25°/,iger Salzsiure versetzt und iiber - 
Nacht stehen gelassen, worauf sich geringe Mengen kleinster 
Nidelchen abgesetzt hatten, die sich aber im Verlauf weiterer 
48 Stunden bedeutend vermehrten und in auBerordentlich 
schéne, lange Nadeln iibergingen. Sie wogen nach dem Trocknen 
im Vakuum 0,12 g, lésten sich teilweise in saurem Alkohol und 
leicht in Sodalésung, woraus geschlossen werden kann, dab 
zum Teil Ubergang in ein Pseudohdmin eingetreten ist. Ver- 
seifung war nicht erfolgt, der Formylrest war zur Hilfte ab- 
gespalten und durch Chlor ersetzt worden, wie die Analyse 
ergab. 

10,028 mg Subst. (i. V.) gab. 1,087 mg AgCl = 2,62°/, Chlor (Mikro- C arius). 
6,638 me ,, (i. V.) gaben 2,110mg AgJ = 2,03°/, CH; (Mikro-Zeisel). 

Bei Wiederholung des Versuchs wurde ein Priparat er- 
halten, das sogar nur 1,26°/, Chlor enthielt [7,209 mg Subst. 
(i. V.) gaben 0,367 mg Ag(Cl}. 

Die beim soeben beschriebenen Versuch ungelést geblie- 
benen 0,35 g des Formylhimins wurden nun mit einer Lésung 
von 0,35 g Chinin in 9 ccm Chloroform 2 Stunden auf der 
Maschine geschiittelt, nach dem Stehen iiber Nacht wurde 
filtriert und mit 3 ccm Chloroform nachgewaschen. Auf dem 
Filter blieben 0,33 g ungelést. Das Filtrat wurde dann in 
10 com Eisessig-Chlornatrium bei 110° eingetropft. Nach 
einigen Tagen hatten sich geringe Mengen (etwa 0,02 g) schon 
krystallisierter Nidelchen und Saulchen abgeschieden, die ab-— 
filtriert, chininfrei und siurefrei gewaschen und im Vakuum 
getrocknet wurden. Die Ausbeute reichte nur zu einer Chlor- 
bestimmung: 


9,100 mg Subst. gaben 1,693 mg AgCl = 4,6°/, Chior. 
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Kin reines Chlorhimin (bzw. 5,44°/, Cl) lag also auch noch 
nicht vor. 

Der in Chininchloroform ungelést gebliebene Teil des 
Formylhimins, 0,33 g, wurde nunmehr, da er sich auch in 
Pyridinchloroform unléslich erwies, mit 18 ccm. methylalko- 
holischem Ammoniak?) (15 Vol. 98 °/,iger Methylalkohol, 4 Vol. 
Wasser und | Vol. Ammoniak, spez. Gew. 0,91) 14/, Stunden 
geschiittelt. Da sich anscheinend noch nicht alles gelést hatte, 
wurde die Lésung mit Ammoniakgas gesittigt und das Schiitteln 
wiederholt. Jetzt verblieb nach dem Filtrieren nur ein un- 
bedeutender Riickstand auf dem Filter. Das tief braune 
Filtrat wurde nun in 70 ccm mit Chlornatrium gesiittigten 
Kisessig bei 105--110° eingetragen und bei Z.-T. stehen ge- 
lassen. Nach zwei Tagen war undeutliche Krystallisation zu 
beobachten, nach sieben Tagen jedoch schén ausgebildete 
‘'eichmannsche Krystalle, die nach dem Filtrieren, Waschen 
und Trocknen im Vakuum 0,28 g wogen und einen Chlorgehalt 
von 5,15 aufwiesen. Durch die aufeinanderfolgende Einwirkung 
der aufgefiihrten Reagentien war also allmahlich eine Locke- 
rung im Gefiige des inneren Salzes erfolgt und die Uberfihrung 
in den a-Typus dann méglich geworden, allerdings nicht ol:ne 
jede Veriinderung, denn das erhaltene «-Chlorhiimin léste sich 
in 5 °/,igem Soda glatt auf, es war also Verseifung eingetreten. 

Analyse: 

0,1639 g Subst. (i. V.) gaben 0,0341 g AgCl = 5,15°/, Chlor (Carius). 

é) 0,5 g Monomethylformylhydroxyhimin wurden, fein ge- 
pulvert, mit 50 ccm Methylalkohol, der 20 Tropfen konz. 
Schwefelsiure enthielt, 2 Stunden am Riickflufkiihler gekocht. 
Nach dem Filtrieren, wobei nur Spuren von Verunreinigungen 
auf dem Filter blieben, wurde wiederum aufgekocht und zur 
siedenden Farbstofflésung 5 ccm 25°/,ige Salzsiure gegeben. 
Nach 24stiindigem Stehen wurde abfiltriert, mit 0,001 °/,iger 
Salzsiure, dann mit Wasser ausgewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Erhalten wurden 0,4 g eines in &uBerst kleinen, 
drusenfoérmig verwachsenen Nidelchen krystallisierten Himins, 


1) Diese Zs. Bd. 30, 8. 391 (1900). 
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das gegen 5°/,ige Soda auch in der Hitze bestandig vor, den 
perechneten Chlorgehalt aufwies und sich in angesiuertem 
Alkohol nicht léste. Aus diesem Resultat geht hervor, daB 
die in dem inneren Salz vorliegenden Bindungen unter dem 
EinfluB der Saure und des Alkohols allmihlich gesprengt 
werden, so daB die Uberfiihrung in #-Dimethyl(chlor)hamin 
méglich geworden ist. 


Analysen: 


),1853g¢ Subst. (i. V.) gaben 0,0288 g AgCl u. 0,0168¢ Fe,O, (Carius). 


0,2086¢ ,, » 0,1330¢ AgJ (Aeisell). 
CygHg0,N,FeCl Ber. 5,22°/, Cl $,22°%, Fe 4,42°/, CH. 
Gef. 5,27 8,68 4,08 


IIc. Einwirkung von Diazomethan auf Monomethylformyl- 
hydroxyhamin. 


0,45 ¢ des Himins wurden in 50 ccm Aceton suspendiert 
und mit 4 Molekeln Diazomethan behandelt.') Wahrend an- 
fangs weder eine Stickstoffentwicklung noch eine Lésung des 
Karbstoffs beobachtet wurde, trat. beim 24 stiindigen Schiitteln 
beides, aber in sebr geringem Umfange ein. Nach Filtration 
vom Ungelésten konnten durch Verdampfen des Filtrats denn 
auch ca. 0,03 g eines Stofis gewonnen werden, der in derben 
beiderseits stumpf zugespitzten Prismen krystallisierte, die in 
Methylithylketon sehr schwer léslich waren und unter dessen 
KinfluB in sehr kleine, zarte Nidelchen iibergingen. Sie er- 
wiesen sich als gegen heiBe Sodalésung bestindig, stellten also, 
wie es auch die Analyse bestitigte, ein dimethyliertes Haimin 
vor. Vermutlich ist aber nur das dem Formylhimin zu etwa 
+°/ beigemengte Chlorhimin dimethyliert worden, da der in 
Aceton unléslich gebliebene Teil, 0,4 ¢, noch in denselben 
kleinen Nidelchen wie das urspriingliche Produkt krystallisierte 
und gegen 5°/,ige Sodalésung wohl kalt bestiindig war, beim 
Krwiirmen sich jedoch bald und vollstiindig liste, demnach 
monomethyliert geblieben war. j 


1) Diese Zs. Bd. 101, S. 25—40 (1917). 
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Analysen. (in Aceton léslicher Teil): 
11,303 mg Substanz (i. V.) gaben 7,151 g AgJ = 4,05 °/, CHsg. 


In Aceton unléslicher Teil: 
0,1036 g Substanz (i. V.) gaben 0,0323 g AgJ = 2,06 °/, CH,. 


Ild. Einwirkung von Sodalosung und Natronlauge auf 
Methylformylhydroxyhamin. 


0,4837 g des Himins wurden mit 30 ccm 5 °/, iger Sodalésung 
2 Stunden lang auf der Maschine geschiittelt, wobei jedoch 
nur Spuren in Lésung gingen, weshalb 1 Stunde am Riickflul- 
kihler gekocht und dadurch vollstindige Lésung erzielt wurde. 
Beim Filtrieren verblieb nur eine minimale Spur ungelést au 
dem Filter. Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure angesiuert, 
das ausgefaillte Hiamatin abfiltriert und gewaschen. Dann 
wurde die abgespaltene Ameisensiiure durch Destillation mit 
Wasserdimpfen iibergetrieben und zwar wurden 900 ccm iiber- 
getrieben und in 100 ccm Quecksilberchlorid-Natriumacetat- 
lésung aufgefangen. Nach 12 stiindigem Erwirmen im Wasser- 
bade waren aus dem Destillat 0,2120 g Kalomel ausgefallen 
entsprechend 4,28°/, Ameisensiiure. Trotz der energischen 
Kinwirkung des Alkalis waren also nur ?/, der vorhandenen 
Menge Ameisensiure abgespalten worden. Der Rest steckte 
noch in dem gefallten Himatin und konnte daraus durch 
Wiederholung der beschriebenen Behandlung entfernt werden. 
Dabei wurden niimlich noch 0,1065 g Kalomel, entsprechend 
2,15°/, Ameisensiure erhalten. Jetzt war also die Abspaltung 
des Formyls nahezu vollstandig geworden. (Ber. 6,82 9, 
HCOOH. Gef. 6,43 °/,). 

DaB beim Schiitteln des Formylhamins mit 1°/,iger Natron- 
lauge unter Liésung des Farbstoffs Abspaltung der Ameisen- 
siure erfolgt, wurde bereits erwaihnt (vgl. Ila, Analyse Nr. 9). 
Ks ist aber auch hierbei ritlich, die Behandlung mit der 
Lauge zu wiederholen, da bei nur einmaligem Lésen die 
analytischen MResultate mehrmals auBerhalb der Fehler- 
grenzen zu liegen kamen. Das erhaltene Himatin war in 
Sodalésung bei Z.-T. glatt léslich und zeigte schon nach 
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einmaliger Behandlung mit Natronlauge keinen Methyl- 
gehalt mehr. 
Analyse: 
0,1632 g Substanz (i. V.) gaben 0,000 g AgJ = 0,0°/, CHg. 


III. Versuch zur Darstellung des inneren Salzes des 
Formylhydroxyhamins. 


Die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs laBt sich 
dem koagulierten Blut auBer durch 3 °/, Ameisensiure haltigem 
Methylalkohol auch durch mit Ameisensiure versetztes Aceton 
entziehen und so stand zu hoffen, das nicht methylierte Formy!- 
hydroxyhéimin und zwar in Form des inneren Salzes zu ge- 
winnen. Das ist allerdings noch nicht gelungen, da sich das 
erhaltene Produkt noch als chlorhaltig erwies, die Versuche 
sollen aber fortgesetzt werden. 

167,5 g Blutkuchen, entsprechend '/, Liter Blut, wurden 
mit 300 ccm Aceton und 15 ccm 90°/,iger Ameisensidure 
2 Stunden lang digeriert, dann wurde abfiltriert und aus- 
gepreBt. Da der PreBkuchen aber noch ziemlich stark ge- 
firbt war, wurde er ein zweites Mal mit 200 ccm Aceton und 
10 com Ameisensiure behandelt, wonach er nahezu entfirbt 
erschien. Die vereinigten Filtrate und PreBsifte, etwa 450 ccm, 
wurden nun durch Abdestillieren von Aceton auf 150 ccm ein- 
geengt und der Rest noch 11/, Stunden am _ RiickfiuBkihler 
gekocht. Nach AusgieBen in ein Becherglas und 12 stiindiges 
Stehen zeigten sich am Boden festhaftende Krystalle in ge- 
ringer Menge. Nach weiterem zweitaigigem Stehen hatten sich 
jedoch gréBere Mengen abgeschieden, die abfiltriert, mit ver- 
diinntem Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet wurden. 
Unter dem Mikroskop konnten die prichtig blauschwarz glinzen- 
den Krystalle als kraftige, beiderseits stumpf zugespitzte Prismen 
und Siulen von bis zu 1,5 mm Linge und 0,2 mm Durch- 
messer teils einzeln, teils zu schénen Drusen verwachsen, 
charakterisiert werden. Ausbeute 0,5g, also 1g pro Liter Blut. 


Analyse: 
0,2170 g Substanz (i. V.) gaben 0,0157 g AgCl und 0,0261 g Fe,O, 
(Carius) = 1,79°/, Chlor und 8,41 °/, Fe. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 8 
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IV. Versuch zur Darstellung des £-Formylhydroxyhamins. 


Der 1/, Liter Blut entsprechende Blutkuchen (167,5 ¢' 
wurde mit 250 ccm Aceton unter Zusatz von 12 ccm 50 °/ iger 
Schwefelsiure extrahiert und der Extrakt 4 Stunden am Riick- 
fluBkiihler gekocht, nachdem noch 5 ccm 90°/,ige Ameisen- 
siure zugegeben worden waren. Die in ein Becherglas ent- 
leerte Mischung setzte iiber Nacht keine Krystalle ab, wohl 
aber zeigten sich solche unter dem Mikroskop beim Verdunsten 
des Acetons. Die Loésung wurde daher durch Abdestillation 
des letzteren auf die Halfte eingeengt, und nun schieden sich 
in der Tat bei 12stiindigem Stehen groBe Krystalle, haupt- 
siichlich an den Wanden festhaftend ab, die unter dem Mikro- 
skop betrachtet, sich als gedrungene Nadeln, beiderseits zu- 
gespitzt und zu prichtigen, groBen Drusen verwachsen, er- 
wiesen. Sie wurden filtriert, mit wenig Aceton gewaschen, 
zuerst an der Luft und dann im Vakuum getrocknet. Aus- 
beute 0,35 g, also 0,7 g pro Liter Blut. Das Priparat liste 
sich in 5°/,igem Soda glatt auf, in Pyridin-Chloroform war 
es nur zum Teil léslich, vielleicht hat das langere Kochen am 
RiickfluBkiihler das Entstehen von ,jinnerem Salz“ hervor- 
gerufen. Die Analyse ergab bedeutenden Chlorgehalt, der Ver- 
such hat also nicht zu dem gewiinschten Stoff gefiihrt und 
muB wiederholt werden. 


V. Versuch zur Darstellung des /-Methylformylhydroxyhamins. 


235 g Blutkuchen, entsprechend 1 Liter Blut, wurden mit 
875 ccm Methylalkohol, dem 15 ccm konz. Schwefelsiure zu- 
gesetzt waren, 2 Stunden lang unter haiufigem Umschiitteln in 
einem Rundkolben digeriert, dann wurde abfiltriert, der Riick- 
stand abgepreBt, wieder gemahlen und die Extraktion mit 
400 ccm Methylalkohol und 4 ccm konz. Schwefelsiure wieder- 
holt. Diese Art der Extraktion vermeidet die sonst immer 
eintretenden Verluste an Methylalkohol fast vollstandig und 
liefert einen rein graugriinen PreBkuchen. Die vereinigten 
Filtrate und PreBsifte, zusammen 1200 ccm, wurden in einem 
Rundkolben am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt und zur 
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siedenden Lisung 5 ccm 90°/,ige Ameisensiure zugegeben, 
eine halbe Stunde im Sieden erhalten, dann in ein Becherglas 
ausgegossen und bei Z.-T. stehen gelassen. Nach viertagigem 
Stehen hatten sich noch keine Krystalle abgeschieden. Erst 
nach Wochen, nachdem nahezu die Hilfte des Alkohols ver- 
dampft war, trat Abscheidung von schén ausgebildeten, kriftigen, 
langen, beiderseits spitzen Nadeln ein, einzeln oder in Bischeln 
zusammengelagert. Beimengungen eiweiBartiger Natur waren 
nur ganz wenig zu beobachten. Nach dem Auswaschen, zuerst 
mit 1°/, Ameisensiure haltigem, dann mit verdiinntem Methy]l- 
alkohol, wurde auf FlieBpapier und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 0,7 g pro Liter Blut. 


Analysen: 
0,2937 g Substanz (i. V.) gaben 0,1684 g HgCl. 
01998 g , » 0,0071 g AgCl (Carius). 
5,376 mg * » 0,196 mg AgJ. 
C,,H,O.N,Fe-O-C<H} Ber. 6,82°/, H«COOH = — °/, Cl 2,22°/, CHy. 
Gef. 5,61 0,88 2.33 


VI. Versuche zur Darstellung von «-Formylhydroxyhamin. 


Je 4/, Liter defibriniertes Mischblut, von alten Kihen 
stammend, wurde in 1 Liter Eisessig, der 5 g Natriumformiat 
baw. 5 g 90°/,ige Ameisensiiure enthielt und auf 95° erhitzt 
war, in kleinen Portionen so eingetragen, daB die Temperatur 
des Gemisches nicht unter 90° sank. Dann wurde noch 
'/, Stunde im siedenden Kochsalzbade erhitzt, durch ein Kolier- 
tuch in eine Porzellanschale ausgegossen und iiber Nacht stehen 
gelassen, worauf vom am Boden sitzenden Himin klar ab- 
gegossen werden konnte. Das gewaschene und getrocknete 
Himin krystallisierte in kurzen, dicken, prichtig ausgebildeten 
beiderseits stumpf zugespitzten Siulen, die vielfach paarweise 
gekreuzt waren und metallisch glinzende, blauschwarze Farbe 
zeigten. 

Die Analyse zeigte einen so hohen Chlorgehalt, daB von 
einer Bestimmung etwa vorhandener Ameisensiure abgesehen 
wurde. 

g* 
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0,1413 g Substanz (i. V.) gaben 0,0266 g AgCl und 0,0172 g Fe,0, 
= 4,64°/, Cl und 8,51 °/, Fe. 


0,2080 g Substanz (i. V.-) gaben 0,0408 g AgCl und 0,0248 g Fe,0, 

= 4,85°/, Cl und 8,35 °/, Fe. 

Das «-Formylhydroxyhamin ist also nicht unléslich genug, 
um unter den eingehaltenen Bedingungen entstehen zu kénnen. 
Die Darstellung wird daher nur von Erfolg begleitet sein 
kénnen, wenn Ameisensiure selbst an Stelle der Essigsiure 
verwendet wird und wenn von einer Blutkérperlésung aus- 
gegangen wird, die womdglich keine Chlorionen enthilt. 


Stuttgart, Ende Dezember 1921. 








Erganzung zu der Mitteilung von W. R. Hess tiber 


Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus“.’) 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1921.) 


AuBer den von W.R. Hess zitierten Arbeiten findet sich 
eine eindeutige klare Bekanntgabe des Einflusses der sog. 
Nutramine bzw. Vitamine auf den gesamten Gas- 
wechsel bzw. denjenigen der Gewebe und Zellen in 
den Mitteilungen von Emil Abderhalden: Pfliigers Arch. 
Bd. 182, S. 133 (1920); Emil Abderhalden und Brammertz: 
Pfligers Arch. Bd. 186, S. 265 (1921); Emil Abderhalden: 
Gaswechseluntersuchungen an mit geschliffenem Reis mit ohne 
Hefezusatz ernihrten Tauben. Ebenda Bd. 187, 8S. 80 (1921); 
Festschr. d. Kaiser-Wilhelm-Gesellsch. 8.1 (1921). In diesen 
Mitteilungen sind die Schliisse, die W. R. Hess aus 
seinen Beobachtungen zieht, bereits gezogen und zwar 
an Hand ganz eindeutiger, experimenteller Unter- 
suchungen. Nach EHinsendung der Arbeit von W. R. Hess 
(30. September 1921) sind noch erschienen Emil Abderhalden 
und E. Wertheimer: Pfliigers Arch. Bd. 191, S. 258 (1921); 
Kmil Abderhalden: Ebenda Bd.191, 8.278 (1921); Bd. 192, 
8. 163 (1921); Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer: 





') Diese Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 
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Ebenda Bd. 192, S, 174 (1921). Es sei ferner auf die im Er- 
scheinen begriffene Arbeit in Pfliigers Arch. Bd. 198, S. 329 
(1921) hingewiesen. 

Nach der Darstellung von W. R. Hess kénnte der Ein- 
druck entstehen, als wire die Arbeit von Freudenberg und 
Gyérgy unseren Forschungen vorausgegangen. Es 1aBt sich 
jedoch leicht an Hand der Literatur beweisen, daB das nicht 
der Fall ist. Sieht man von der ersten, auch von W. R. Hess 
zitierten Arbeit in Pfliigers Arch. Bd. 178, S. 260 (1920) ab, 
und nimmt man als Grundlage diejenige Arbeit, in der zum 
ersten Male an Hand direkter Versuche die herabgesetzte 
Gewebsatmung bei an alimentiirer Dystrophie leidenden Tauben 
festgestellt ist, und in der gleichzeitig mitgeteilt wurde, dat} 
Zusatz von aus Hefe gewonnenen Produkten die Zellatmung 
stark erhdht, so ergibt sich, dab diese, merkwiirdigerweise von 
W.R. Hess nicht zitierte Mitteilung am 9. April 1920 der 
Redaktion von Pfliigers Arch. zugegangen ist. Die erwahnte 
Arbeit von Freudenberg und Gyérgy ist am 10. Septem- 
ber 1920 in der Miinchener Medizinischen Wochenschritt 
schienen. 

W. R. Hess hat zum Studium des Oxydationsvermégens 
der Gewebe Farbstoffmethoden angewandt. Sie bieten gewib 
manchen Vorteil. Ich habe selbst in Anlehnung an die 
Ehrlichschen und Unnaschen Untersuchungen den gleichen 
Weg eingeschlagen, doch halte ich die direkten Gaswechsel- 
versuche fiir eindeutiger. Aus diesem Grunde habe ich zu- 
nichst nur die Ergebnisse solcher Versuche mitgeteilt. Die 
Einwinde, die W. R. Hess S. 287 seiner Mitteilung andeutet, 
bestehen nicht zu Recht, wenn man, wie ich es getan habe, 
die Versuche tiiglich iiber Stunden und insgesamt tiber Wochen 
ausdehnt. Bei den Untersuchungen iiber die Gewebsatmung 
liegen so reichliche Beobachtungen mit verschiedenen Geweben 
vor, daB jede Méglichkeit eines Irrtums ginzlich ausgeschlossen 
ist. Die ganze Kette der gemachten Beobachtungen: auf der 
einen Seite Temperaturabfall (objektiv feststellbar mittels 
des Thermometers, ferner bemerkbar beim Anfassen der Tiere, 
am aufgeplusterten Gefieder, sind mehrere Tauben im Kifig, 
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dann riicken diese dicht zusammen), eingeschrankter Gesamt- 
gasstoffwechsel und herabgesetzter Gaswechsel der 
einzelnen Gewebe — auf der anderen: Ansteigen der 
Kérpertemperatur nach Zufuhr von aus Hefe oder 
Kleie gewonnenen Stoffen, vermehrter Gesamtgas- 
stoffwechsel und _  gesteigerter Gewebsgaswechsel 
weist daraufhin, daB bei der einseitigen Ernahrung 
von Tauben und anderen sich gleich verhaltenden 
Tieren die Oxydationsvorgainge in den Zellen stark 
leiden. Ich habe die eigenartigen Krampferschei- 
nungen, die Stérungen des BewuBtseins, das Kin- 
nicken der Versuchstiere, kurz die vom Nervensystem 
abhingigen Stérungen in Zusammenhang mit der 
Empfindlichkeit nervéser Organe gegen Sauerstoff- 
mangel in Verbindung gebracht. Ob nun das Fehlen 
bestimmter Stoffe direkt oder indirekt die Oxydations- 
vorginge in den Zellen beeinfluBt, muB noch fest- 
gestellt werden. 

Inwieweit die Ergebnisse der interessanten Cyankalium- 
versuche von W. R. Hess fiir die Aufklarung der im An- 
schluB an die alimentaire Dystrophie auftretenden Erschei- 
nungen heranziehbar sind, muB durch weitere Versuche fest- 
gestellt werden. Es darf nicht iibersehen werden, daB die 
mit geschliffenem Reis ernihrten Tiere ganz allgemein schwer 
geschidigt sind. Sie verlieren oft bis 50 und mehr Prozent 
ihres Kérpergewichtes. Sie sind meistens sehr stark ana- 
misch. Schon dieser Umstand diirfte bei der Vergiftung 
mit Cyankalium stark ins Gewicht fallen. 

Die SchluBfolgerung von W.R. Hess: ,,Wir erkennen somit 
als stoffliches Prinzip des sog. antineuritischen Vitaminfaktors 
die Bausteine oder die Muttersubstanz von Zellfermenten speziell 
der Atmungsfermente“, entbehrt einer eindeutigen Beweis- 
fiihrung. Es ist nur eine Méglichkeit gegeben, jedoch keine 
tatsichliche Feststellung vorhanden. 

Ob das Krankheitsbild, das im AnschluB an die aus- 
schlieBliche Verabreichung von geschliffenem Reis entsteht, mit 
den Erscheinungen identisch ist, die sich mit Cyankalium 
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hervorrufen lassen, wird sich dadurch priifen lassen, daB der 
EinfluB jener Substanzen auf die Symptome der Blausiure- 
vergiftung festgestellt wird, die imstande sind, die Krampfe, 
den Temperaturabfall, den verminderten Gaswechsel und die 
alimentire Dystrophie bei Reistauben zu _ beseitigen. Mit 
solchen Versuchen und anderen, die weitere Belege fiir 
die mangelhaften Oxydationsvorginge bei der alimentiren 
Dystrophie an Tauben erbringen sollen, bin ich beschiaftigt. 











Zur Bestimmung der Purinbasen im Harn. 
Von 
E. Salkowski. 
(Nach Versuchen von L. 8S. Fridericia-Kopenhagen.) 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31, Dezember 1921.) 


H. Steudel und Sung-Sheng-Chou?) haben kiirzlich 
die interessante Beobachtung mitgeteilt, daB sich bei der Be- 
stimmung der Purinbasen nach Kriiger und Schmid der 
durch Abdampfen der salzsauren Lésung der Purinbasen (aus 
dem zweiten Kupferoxydulniederschlag) erhaltene Riickstand 
reichlich mit Ammoniumchloridkrystallen durchsetzt zeigte. 
Die Frage nach der Herkunft des Ammoniaks lassen die 
Autoren einstweilen offen. Sie bemerken dabei, Huppert 
habe schon angegeben?), daB die Kupfermethode zu hohe 
Werte ergibt. Ohne die ganze Frage hier aufrollen zu wollen, 
méchte ich dazu nur bemerken, daB den Angaben von Huppert 
die Bestimmung der Harnsiure nach Haykraft zugrunde liegt. 
Huppert hat dabei nicht beriicksichtigt, daB die Annahme 
von Haykraft, in dem Silberniederschlag entfalle auf 1 Mol 
Harnsiure 1 Atom Silber (auf 0,643 g Silber 1 g Harnsiure 
nach Wiechowski)*), wie ich schon vor vielen Jahren‘) z. T. 
in Gemeinschaft mit Jolin’) nachgewiesen habe, unrichtig ist. 
Da die Grundlage, die Bestimmung der Harnsiure, unrichtig 





') Diese Zs. Bd. 116, S. 228 (1921). 

*) Diese. Zs. Bd. 22, 8. 526 (1897). 

8) In der 11. Aufl. von Hupperts Harnanalyse S. 985. 
‘) Pfliigers Arch. Bd. 5 S. 210 (1872). 

5) Diese Zs. Bd. 14 §. 31 (1896). 
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ist, so kénnen die Angaben von Huppert nicht als maBgebend 
angesehen werden, um so weniger als Huppert das Verfahren 
von Kriiger und Wulff benutzt hat. 

Im Sommersemester 1907 hat nun Fridericia, jetzt 
Professor in Kopenhagen, auf meinen Wunsch eine Anzahl 
vergleichender Bestimmungen nach Kriiger-Schmid und nach 
dem von mir angegebenen Silberverfahren!) angestellt, deren 
Resultate nicht ohne allgemeines Interesse sein méchten. 


Versuch I. 
Harnsiure nach Kriiger-Schmid aus 200 ccm Harn. 
1, Harnsiiure gewogen 0,1057 (mit Korrektur 0,1087).*) 


2. Harnsiiure-N berechnet (aus 0,1057) 0,0352. 
8. me nach Kjeldahl gefunden 0,0300. 


Versuch II. 


Harnsiure und Purinbasen nach Kriiger-Schmid in 
400 ccm Harn. 
1. Harnsiiure gewogen 0,1406. 
2. Harnsiiure-N berechnet 0,0469. 
3. 1 » nach Kjeldahl bestimmt 0,042. 
4. Purinbasen-N 0,0061. 
5. ms » in °/, des Harnsiiure-N 14,8. 


Versuch III. 


Harnsaure und Purinbasen in je 400 ccm desselben Harns 
nach Kriiger-Schmid und nach dem Silberverfahren. 


A. Kriger-Schmid. 
1. Harnsiiure gewogen 0,1737. 
2. - -N berechnet 0,058. 
8, - » nach Kjeldal gefunden 0,052. 
4. Purinbasen-N 0,0056 = 9,5 °/, des Harnsiure-N. 





1) Ich habe dieses nach allen in Betracht kommenden Richtungen 
ausgearbeitet und ausfiihrlich in Pfliigers Arch. Bd. 69, S. 268—306 
mitgeteilt, ohne da8 es viel beachtet worden wiire. Die Griinde, warum 
ich dieses Verfahren als dem Kriiger-Schmidschen iiberlegen ansehe, 
sind daselbst ausfiihrlich auseinandergesetzt und ich halte daran auch 
heute noch fest. 


2) Die Korrektur fiir die Léslichkeit der Harnsiure in Wasser ist 
in den folgenden Versuchen fortgelassen. 
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B. Silberverfahren. 
400 ccm Harn mit Magnesiamischung = 500, vom Filtrat 
450 ccm, also °/,,. 


1. Harnsiiure 0,1861 x '°/, = 0,206 g. 

2. " -N berechnet 0,0620 g, gefunden 0,0599. 

3. Purinbasen-N (aus dem Silberverbrauch zuriickberechnet) 0,0045 
= 6,7°/, des Harnsiiure-N. 


Versuch IV. 


Harnsiure und Purinbasen in je 400 ccm desselben Harns 
nach Kriiger-Schmid und nach dem Silberverfahren. 


A. Kriger-Schmid. 
1. Harnsiure 0,2478 g. 


2. ‘ -N berechnet 0,0829 nach Kjeldahl gefunden 0,0759. 


3. Purinbasen-N 0,0120 = 14,4°/, des Harnsiure-N. 


B. Silberverfahren aus 400 cem davon °/,,. 
1. Harnsiiure 0,222 x '/, = 0,2467. 
2. a -N berechnet 0,0740, gefunden 0,0708. 
3. Purinbasen-N (aus dem Silberverbrauch berechnet) 0,0051 x '%/, 
= 0,0056 = 6,8 °/, des Harnsiiure-N. 





Purinbasen-N in °/, des Harnsaure-N. 














Kupfer- Silber- 
verfahren verfahren 
Versuch II 14,8 — 
. a 9,5 6,7 
» IV 14,4 6,8 


N-Bestimmungen an der gewogenen Harnsiiure. 




















einai N gefunden 
esr nach N berechnet | Differenz 
nummer | Kjeldahl 
0,080 0,0352 0,0052 
— 2 0,042 0,0469 0,0049 
verfahren 3A 0,0529 0,0589 0,006 
4A 0,0759 0,0829 0,0070 
Silber- 3B 0,0599 0,0620 0,0021 
verfahren 4B 0,0708 0,0740 0,0032 
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Als Hauptergebnis der vorstehenden Versuchsreihen michte 
ich bezeichnen, daB die Purinbasen in Prozenten der Harn- 
siure nach Kriger-Schmid wesentlich héher sind als nach 
meinem Silberverfahren. 

Am SchluB ihrer Mitteilungen schlagen Steudel und 
Sung-Sheng-Chou vor, das Filtrat aus dem zweiten Kupfer- 
niederschlag nach der Zersetzung mit Schwefelwasserstoff so 
lange mit iiberschiissigem Magnesiumoxyd zu kochen, bis das 
Ammoniak vertrieben ist und dann erst in der ammoniakfreien 
Fliissigkeit den Stickstoff nach Kjeldahl zu bestimmen. 

Es wird nun von groBem Interesse sein, zu sehen, ob 
sich bei diesem Verfahren die Prozentzahlen fiir die Purin- 
basen mehr den von Fridericia nach dem Silberverfahren 
gefundenen nihern, die iibrigens den friiher von mir angegebenen 
ziemlich naheliegen, als den von ihm nach Kriiger-Schmid 
bestimmten. Ich bin iiberzeugt, daB das erstere der Fall sein 
wird, wie ich tiberhaupt die meisten Angaben in der Literatur 
iiber den Purinbasengehalt des Harns fiir zu hoch, teilweise 
fiir viel zu hoch halte, wie z. B. die Angabe von Labbé und 
Hancu’), daB normalerweise von dem Gesamtpurinkérpern die 
Harnsiure 70°/, betrage, die Purinbasen 30°/,, ebenso viele 
Angaben von Camerer.”) Man darf nicht vergessen, daB es 
sich um recht subtile Methoden handelt, die schwerlich jeder, 
der sich mit den betreffenden Bestimmungen beschiiftigt hat, 
in ausreichendem Grade beherrscht hat. 

Was die Harnsiurebestimmungen betrifft, so scheint die 
nach dem Silberverfahren erhaltene Harnsiiure reiner zu sein 
als die nach Kriiger-Schmid erhaltene, wenigstens spricht 
dafiir die bessere Ubereinstimmung des in der Harnsiure ge- 
fundenen N mit dem berechneten Wert. 





') Biochem. Zbl. Bd. 7, S. 704 (1908). 
*) Zs. Biol. Bd. 27, S. 153; Bd. 28, S. 72; Bd. 35, S. 206. 






























Zur Rolle der Schilddriise fiir die Warmeregulation 
und den Fieberstoffwechsel. 
Von 
E. Grafe und FE. von Redwitz. 


(Aus der medizinischen und chirurgischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1921.) 


Die iiberragende Bedeutung der Schilddriise fiir die Inten- 
sitit der Verbrennungen ist durch zahlreiche klinische und 
experimentelle Beobachtungen sichergestellt. 

Besonders eindrucksvoll geht der Parallelismus von Hohe 
des Gesamtstoffwechsels und der Kérpertemperatur mit dem 
anatomischen Bau und der Funktion der Schilddriise aus den 
interessanten Versuchen an Winterschlifern von L. Adler?) 
hervor. 

Angesichts dieser und anderer Tatsachen lag der Gedanke 
nahe, beim Warmbliiter, auch unter normalen Verhiltnissen, 
der Schilddriise eine wesentliche, wenn nicht die entscheidende 
Rolle bei der Wirmeregulation zuzuschreiben (vgl. z. B. Mans- 
feld und L. v. Pap).?) Auch die Tatsache, daB nach den Unter- 
suchungen von Freund und Strassmann’), sowie Freund 
und Grafe*) die chemische Warmeregulation aufgehoben wird, 
wenn die unteren Halssegmente, aus denen Fasern zur Schild- 
driise verlaufen, ausgeschaltet sind, wihrend sie erhalten bleibt, 


1) L. Adler, Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie Bd. 86, 
S. 159 und Bd. 87, 8. 406 (1920). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 184, S. 281 (1920). 
8) Ebenda Bd. 69, S. 12 (1912). 
*) Ebenda Bd. 70, S. 135 (1912). 
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wenn der Schnitt nur 1—2 Segmente tiefer liegt, kénnte in 
dieser Richtung gedeutet werden. 

Zwei Wege boten sich dar, um iiber die Rolle der Schild- 
driise fiir die Warmeregulation beim Warmbliiter weiteren 
Aufschlu8 zu bekommen, einmal vergleichende Regulations- 
versuche bei normalen und schilddriisenlosen Tieren und ferner 
Priifung der Regulationsfahigkeit nach Kombination von Brust- 
markdurchschneidung mit Schildriisenexstirpation. 

In der vorliegenden Mitteilung haben wir den ersteren 
Weg beschritten. 

In der Literatur liegen brauchbare Untersuchungen iiber 
die Frage der Beeinflussung der chemischen Wirmeregulation 
durch Exstirpation der Thyreoidea bei gréBeren Siéugetieren 
u. W. bisher noch nicht vor. Zwar hat Boldyreff!) iiber 
diese Frage bei Hunden und Katzen gearbeitet, aber er unter- 
suchte nicht den EinfluB des isolierten Fehlens der Schild- 
driise, sondern nahm gleichzeitig die Epithelkérperchen mit 
heraus, so da es zu schwerer Tetanie kam. Diese Tiere 
(Hund und Katzen) unterkiihlten und iiberhitzten sich erheblich 
leichter und schneller als normale Kontrolltiere; ob das Gleiche 
auch bei intakten Epithelkérperchen der Fall ist, konnte durch 
diese Untersuchungen natiirlich nicht entschieden werden. 


Unsere Untersuchungen wurden an Hunden angestellt, und zwar 
im Hungerzustand. Die Tiere wurden vor und nach der Exstirpation 
der Schilddriise in 18—24 stiindigen Respirationsversuchen Temperaturen 
von 20°, 14° und 27—30° ausgesetzt. Sie kamen zu diesem Zweck in 
die von dem einen von uns’) beschriebene Thermostatenrespirations- 
kammer, die mit einem groBen Wassermantel versehen ist, der in direkter 
Verbindung mit der Kalt- und Warmwasserleitung der Klinik steht, 
so dab die Temperatur sehr gut geniigend konstant zu halten war. 

Technik und Berechnung der Respirationsversuche waren die iib- 
lichen.’) Um eine méglichst gleichmiBige N-Ausscheidung zu erzielen, 
wurden die Tiere jeden Morgen katheterisiert, dann wurde die Blase 
mit Borwasser mehrfach ausgespiilt. Nach Feststellung von Gewicht und 


1) Boldyreff, Pfliigers Arch. Bd. 154, S. 470 (1918). 

*) Grafe, Deutsches Arch. f. Klin. Medizin Bd. 113, S. 21 (1913). 

3) Vgl. z. B. Grafe in Abderhaldens Handbuch d. biochem. Ar- 
beitsmeth. Bd. 7, S. 452 (1913). 
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Temperatur erhielten die Stunde je nach GréBe des Tieres 250—500 eem 
Ringerlésung per os. Auf diese Weise gelingt es auch beim Hunger- 
tiere eine recht gleichmiBige Diurese zu erzielen. 

Bei der Operation in Morph.-Athernarkose wurde auf zwei Wegen 
vorgegangen. Entweder wurden die Epithelkérperchen, wenn sie gut 
sichtbar waren und bequem lagen, vorsichtig mit den zufiihrenden Ge- 
fiBen von den Schilddriisenlappen abpriipariert und im iibrigen die 
Lappen samt Kapseln exstirpiert. In anderen Fillen wurden die zu- 
fiihrenden GefiBe frei priipariert, temporiir mit Hépfner-Klemmen 
abgeklemmt, dann wurde die Kapsel gespalten und aus ihr die Driisen- 
substanz herausgeschilt und exstirpiert, bzw. an Stellen, an welchen sie 
mit der Kapsel verwachsen war, von dieser scharf abgetrennt. Nach 
Lésung der Hépfnerkleramen wurde dann erst eine sorgfiltige Biutstillung 
ausgefiihrt, bei weleher man sich ganz besonders vor einer nachtrig- 
lichen Verletzung der Epithelkérperchen zu hiiten hat. Auf diese Weise 
werden die Epithelkérperchen, die vielfach in der Kapsel liegen, am 
besten geschont. 

In jedem Fall wurde bei der Sektion genau auf etwaige Schild- 
driisenreste oder Nebenschilddriisen geachtet und irgendwie verdichtige 
Gewebsstiicke (Lymphdriisen usw.) im Bereich des ganzen Halses bis 
zum Aortenbogen mikroskopisch genau untersucht. 

Bei Hund Meisel waren auf keine Weise irgendwelche Uberreste 
zu finden. 

Bei Hund Lina, der spiiter zu anderen operativen Eingriffen (am 
Pankreas) verwandt wurde und 5 Monate nach der Thyreoidectomie 
einer Peritonitis erlag, zeigte der linke Kapselstumpf auch mikroskopisch 
keine Spur von Driisengewebe, rechts fand sich allerdings noch ein 
ganz kleiner Rest mit einem Gewicht von 0,08 g. Die mikroskopische 
Untersuchung ergab stiirkere Bindegewebsentwicklung an den Rindern, 
in der Mitte noch mehrere gut erhaltene Follikel von mittlerem Kolloid- 
gehalt. Nebenschilddriisengewebe konnte auch bei diesem Tiere weder 
makroskopisch noch mikroskopisch gefunden werden. Im Wesen hat 
der Hund sich nach der Operation nicht veriindert, auch am Fell be- 
standen keine typischen myxoedematésen Verinderungen, doch war der 
Hund in den letzten Monaten vor seinem Tode deutlich fettreicher ge- 
worden. Wenn bei diesem Tiere auch nicht alles Schilddriisengewebe 
restlos quantitativ entfernt war, so waren doch die zuriickgebliebenen 
Gewebsreste so minimal (héchstens 0,3°/, der urspriinglichen, ziem- 
lich groBen Driise), da’ wir angesichts der typischen Stoffwechsel- 
senkung, die auch dies Tier zeigte, keine Bedenken haben, den Hund 
als praktisch schilddriisenlos anzusprechen und die Beobachtungen an 
ihm zu verwerten. 

Zwei Versuchsreihen, bei einem kleinen und einem grofen 


Hund mit simtlichen zur Beurteilung wichtigen Daten sind 
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Tabelle 
Regulationsversuche bei dem 
ii 3 8 4 5 6 7 8 9 10 
of Be “a 
$| 2 Ge- st AuBen- | Dauer 
= : , Versuchs- | Erniihrungs- | temp. |desy 
S| |Hund| Datum | Wicht temp. ‘ . K . 
=| 2 A.-E.| AE periode zustand (Xasten)| suchs 
o}| © ma 
> | A kg | °C. °C. | sta 
1919 
1 | Hye; | Meisel — cin cna 4.Hungertag] 19,5 | 211, 
¥ ? > 
2.—3 3,9— | 37,7— ‘ . 
H, ' : ? 5. , 20,3 291) 
oe V. | 38 [37,65 ae, ' 
+) 3.—4. | 3,8— | 37,65- f 6. 14 24 
— V. 3,7 | 38,4 Vorperiode ” 
(vor 
41 Hysof 5 | 4:5 | 3,7— [38,4—] | Thyreo- | 7. ” 14 21 
V. | 3,65 | 37,3 
ectomie) 
2: oe oe d.—6. | 3,65— | 37,3— 8. ” 30 29'), 
V. 8,7 | 87,3 
¢ iH. s 6.—T. | 3,7— | 37,3— 9. me 80 90 
V. 3,7 | 37,8 
T | Hyoq ” 1—8. | 3,7— |37,3— 10. ¥ 20 19 
V. 3,5 | 36,7 
11.—12. | 4,27— | 38,15- 
3 19 
S)Has} > | vir | ais | 384 es stad 
Haupt- 
12,.—13, | 4,15— | 38,4— siti 
2 a ioe P 4, ; 14,2 | 18%), 
, VIL. | 3,8 | 37,3 deni 
> 
14.—15. | 3,97— | 37,3—|[ Thyreo- ” 
17°) 
10 Hai, ” VII. 4,05 37,2 ectomie) 6. ” 28,7 . 
abends 
37,8 
15.—16. | 4,05— | 37,2— 
20 
11 /Has} » | yo | 39 | 375 ae, aaa 
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.childdriisenlosen Hunde Meisel. 
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19 


Bemerkungen 


300ccem Ringer per 
os. Tier zeitweise 
etwas unruhig. 


Ringer wie vorher., 
Tier ruhig, gegen 
abend etwas ge- 
heult. 


250 ecm Ringer. 
Hund ruhig. 


Ringer wie 3.—4. 
Hund ruhig, meist 
liegend. 


Ringer wie vorher. 
Hund liegend und 
ruhig. 


Ringer wie vorher. 
Hund liegend und 
ziemlich ruhig. 


Ringer wie vorher. 
Hund liegend und 
recht ruhig. 

250 ccm Ringer per 
os. Hund voll- 
stindig ruhig. 

Ringer wie vorher. 
Hund volletindig 
ruhig. 


Ringer wie vorber. 
Hund ganz ruhig. 


desgl. 
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Tabelle Il. Regulationsversuche bei Ling 
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in Tab. I und IL wiedergegeben. Die Stabe bediirfen keiner 
weiteren Erlauterung. Jeder Versuch zerfiel in zwei Perioden 
mit Regulationsversuchen vor und nach Herausnahme der 
Schildriise. Die Versuchsanordnung bei den beiden Hunden 
Meisel und Lina ist insofern cine etwas verschiedene, als be; 
dem ersten Tier die Versuche jeder Periode unmittelbar an- 
einander sich anschlossen. Das hat bei Hungerversuchen den 
Nachteil, daB bei stetig sinkendem Gewicht und meist auch 
zum SchiuB sinkender Temperatur exakte Vergleiche der erste 
und letzten Versuchstage erschwert werden. Daher wurde 
bei Lina so vorgegangen, daB nach 36 stiindigem Hungern ein 
17—21 stiindiger Respirationsversuch vorgenommen wurde, der 
nach 1—2 Fiitterungstagen, in denen das Tier wieder sein 
Ausgangsgewicht erreichte, mit gleicher Hungerperiode bei 
einer anderen AuBentemperatur wiederholt wurde. Stab 18 
und 19 enthalten die wichtigsten Ergebnisse der Versuche. 

Bei Hund Meisel war im Laufe der 7 Hungertage 
(4.—10. Hungertag der Vorperiode) der Stoftwechsel bei gleicher 
AuBentemperatur von 20° deutlich abgesunken (von 86,93 bzw. 
81,87 LO, auf 59,62 L), so daB die als Vergleichsbasis dienen- 
den Versuche voneinander erheblich differieren. Das Mitte! 
wurde der Berechnung zugrunde gelegt. Entsprechend der 
Kleinheit des Tieres (ca. 4 kg Gewicht) war der Ausschlag der 
Regulation ein recht groBer. Die Steigerung des Stoffwechsels 
bei 14° AuBentemperatur betrug gegeniiber der Basis von 
20° 25°/, fiir den Gesamtsauerstoffverbrauch, 27,2 °/, fiir dic 
auf die Kinheit des Gewichts bezogenen Werte, wahrend Er- 
héhung der Auentemperatur auf 30° zu einem Absinken von 
36,4 bzw. 35°/, fiihrten. 

Eine sichere Beeintlussung der Kérpertemperatur durch 
die Variationen der AuBentemperatur ist oicht zu konstatieren 
(Stab 6). Nach Entfernung der Schilddriise ist das Absinken 
der Verbrennungen bei hoher Aufentemperatur (28,7°) voll- 
kommen gleich wie vorher (36,7 bzw. 35,1°/,), withrend die 
Steigerung bei niedriger AuBentemperatur viel geringer aus- 
gefallen ist als vor der Operation (+ 3,3 baw. 4,4°9/,, d.i. etwa 
'/, des fritheren Betrages). Auch sind die Kérpertemperaturen 
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die gleichen, wenn man bedenkt, daB die geringe Tendenz zum 
Fallen durch den protrahierten Hunger bedingt ist. 

In der zweiten Versuchsreihe bei der 121/,—13 kg schweren 
Hiindin Lina (Tab. II) ist die chemische Wirmeregulation auch 
im Normalzustand bei wechselnder Aufentemperatur viel 
weniger angespannt. 

Da in diesem Falle die respiratorischen Quotienten und 
damit der calorische Wert des Sauerstoffs entsprechend der etwas 
anderen Versuchsanordnung schwanken, ist hier fiir einen exak- 
ten Vergleich fiir jeden Tag die Wairmeproduktion berechnet. 
Diese erhéht sich bei einer AuBentemperatur von 14° nur um 
10,9 baw. 12°/, gegeniiber dem Vergleichswert bei 20°. Noch ge- 
ringer sind die Abweichungen bei hoher AuBentemperatur, wo 
die Zahlen nur um — 0,3 baw. — 3,8°/, niedriger liegen. 

Nach Exstirpation der Schilddriise sind zwei Reihen von 
Regulationsversuchen vorgenommen, in der 3. und 7. Woche 
nach der Operation. Der Stoffwechsel bei gleicher AuBen- 
temperatur (von 20°) zeigt ein deutliches Absinken gegeniiber 
der Vorperiode (— 12,6 baw. 16,7°/,). 

In der ersten Versuchsreihe ist die Steigerung des Um- 
satzes bei Erniedrigung der Aufentemperatur (auf 14,7°) an- 
nahernd der gleiche wie friiher (+ 10,9 bzw. 7,5°/, gegeniiber 
10,9 baw. 12°/,), wahrend in der zweiten Reihe die Ausschlige 
sogar héher sind (+ 16,7 baw. 19,6°/,). 

Nach unten (bei Erhéhung der AuBentemperatur) reguliert 
das Tier sogar besser und kriftiger nach Herausnahme der 
Schilddriise (— 11,9 bzw. 11,3°/, und — 16,5 bzw. 17°/, gegen- 
tiber — 0,3 bzw. — 3,8°/, vor der Operation). 

Das Ergebnis unserer Versuche lat sich demgemaB dahin 
zusammenfassen, daB der Ausfall der Schilddriise keine nennens- 
werte Beeintrachtigung der chemischen Wirmeregulation zur 
Folge hat; nur bei einem sehr kleinen Tieren fiel die Gegenregu- 
lation gegen Abkithlung deutlich geringer aus. Daraus muf 
man schlieBen, daB die Schilddriise fiir die Regulation 
nicht die groBe Bedeutung und Unentbehrlichkeit 
besitzt, wie man sie nach anderen Versuchen hitte 
erwarten kénnen. Zu dem gleichen Ergebnis kommt auch 
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eine nach AbschluB unserer Versuche erschienene Arbeit von 
Hildebrandt?) fiir die Ratte, so daB eine Verallgemeinerung 
der Resultate fiir den Warmbliiter méglich ist. 

Nach dem Ausfall dieser Versuche ist es nicht sehr wahr- 
scheinlich, daB die Kombination von Brustmarkdurchschnei- 
dung mit Schilddriisenexstirpation die chemische Wirmeregu- 
lation aufhebt. 

Unsere schilddriisenlosen Tiere haben wir benutzt, um die 
Bedeutung der Thyreoidea fiir einen anderen, der chemischen 
Wirmeregulation verwandten Vorgang, niimlich das Fieber, zu 
studieren. Mansfeld und Ernst?) haben vor einigen Jahren 
iiber Versuche an Kaninchen und Hunden berichtet, aus denen 
sie folgerten, daB schilddriisenlose Tiere zwar fiebern kénnen, 
daB aber dies Fieber im Gegensatz zur Norm weder von einer 
Steigerung des Kiweifumsatzes, noch des Gesamtstoffwechsels 
begleitet ist. Beziiglich des letzteren Kaktors driicken sie 
sich allerdings etwas zuriickhaltend aus und wollen die end- 
giiltige Kntscheidung langdauernden Respirationsversuchen vor- 
behalten. 

Diese Arbeit hat Hari%) jiingst einer sehr scharfen und 
ausfihrlichen Kritik unterzogen, ohne selbst neues Material §& 
beizubringen. Mansfeld*) hat seine Versuche verteidigt und 
hilt seine Resultate aufrecht. Da von keinem der beiden 
Autoren neue Experimente angestellt worden sind, brauchen 
wir auf die Polemik im einzelnen nicht niiher einzugehen, 
zumal da der eine von uns mit Freund‘) auf die anscheinend 
von Mansfeld selbst empfundene Unzulinglichkeit der Re- 
spirationsversuche schon an anderer Stelle hingewiesen hat. 

Leider verfiigen wir nur iiber einen Versuch, doch ist 
dessen Resultat so eindeutig, daB wir es fir richtig halten, 
ihn auch allein mitzuteilen. 


nga eee ees 


') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 90, S. 330 (1921). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 161, S. 399 (1915). 

*) Ebenda, Bd. 176, S. 12 (1919). 

*) Ebenda, Bd. 181, S. 249 (1920). 

*) Freund u. Grafe, Deutsch. Arch, f. klin. Med. Bd. 121, 8. 57 
(1916). 








































Zur Rolle der Schilddriise fiir die Wirmeregulation usw. 137 fail 


" Die Versuche bei Hund Lina wurden im Hungerzustand bei 
y 20° AuBentemperatur vorgenommen (vgl. Tab. LI, S. 134—135). 
Die Vorperiode umfaBt 3 Tage, die sowohl hinsichtlich der 
} Werte fiir die Respiration wie fiir die N-Ausscheidung sehr 
gut iibereinstimmen, der minimale Abfall der Werte fiir CO, 
und O, von Tag zu Tag ist durch den Hungerzustand bedingt. 
Am 5. Hungertag bekam das Tier eine Ose einer 24 stiindigen 
Kultur von Bac. suipestifer (in 2 ccm steriler physiologischer Koch- 
| salzlésung) intravenés injiziert. Am nichsten Tage stieg die 
| Temperatur bis 41° und erreichte am 5. Infektionstage wieder 
| normale Werte. Merkwiirdigerweise blieb das ‘Tier am Leben, 
| wihrend in zahlreichen friiheren Untersuchungen mit der 
gleichen Infektion simtliche Tiere starben (Freund und Grafe)?). 
Wir mochten dies ungewohnliche Verhalten nicht auf das Fehlen 
der Schilddriise, sondern eher auf die Abschwichung der Viru- 
lenz der Kultur, die lange gestanden hatte und nur zweimal 
iiberimpft wurde, zuriickfiihren. 

Stab 16 enthilt die N-Werte im Harn, im Stab 18 ist die 
Steigerung der N-Ausscheidung gegeniiber dem Mittelwert der 
Vortage vor der Infektion berechnet. Die Wirkung der In- 
fektion ist eklatant, der N-Umsatz steigt um 52,4°/, am 1. In- | 
fektionstage, um + 108,3°/, am 2., um 89,3°/, am 3. und hat | 
auch am letzten Versuchstag trotz wieder normaler 'Tempe- 
ratur den Ausgangswert noch nicht wieder erreicht. In gleicher 
Weise, wenn auch in viel geringerem AusmaBe bewegen sich 
die Zahlen fiir die Respiration, + 22,7 baw. 28,2°/, Steigerung 
fir O, am 1., + 19,4 bzw. 26,8°/, am 2. Tage; auch hier 
bleiben die Werte bis zum SchluB erhéht. Das Verhalten . a 
von HiweiSumsatz und Wiirmeproduktion beim schilddriisen- 
losen Tier unterscheidet sich in nichts von dem des normalen 
Hundes bei gleicher Versuchsordnung, wie der eine von uns aus 
zahlreichen eigenen Versuchen”) es kennt. 

Dieser Versuch zeigt also im Gegensatz zu den Befunden 
von Mansfeld und Ernst, da8 der Fieberstoffwechsel beim 

1) A. a. O. 


®) Vgl. die Arbeit mit Freund a.a.QO. und zahlreiche unveréffent- 
lichte Respirationsversuche des einen von uns. 


~ Peete 
i Co epee 
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schilddriisenlosen Hunde in genau derselben Weise sich ab- 
spielt wie beim intakten Tier. 

Da wir nur den einen Versuch haben, noch dazu an einem 
Tier mit noch mehreren intakten Follikeln, méchten wir unsere 
Resultate trotz ihres deutlich positiven Ausfalls noch nicht 
verallgemeinern. Dazu waren noch weitere Beobachtungen 
notwendig; durch die Ubersiedelung des einen von uns nach 
Rostock ist es uns selbst vorliufig leider unméglich ge- 
worden, diese Untersuchungen fortzusetzen. 
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Uber das Porphyrin des Harns bei Bleivergiftung. 


Von 


0. Schumm. 
Mit 1 Spektraltafel. 


Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Eppendorf 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1922.) 


Das Vorkommen eines erhéhten Porphyringehaltes im 
Harn bei Bleikolik ist seit langem bekannt'), die Art des 
Porphyrins meines Wissens aber noch nicht festgestellt. 

Nach den Angaben von Stokvis?) war es seinem Assistenten 
J. Binnendyk gelungen, aus dem mit Phosphorsiure an- 
gesiuerten Harn eines an Bleikolik Leidenden den Farbstoff 
durch Ausschiitteln mit Ather zu isolieren ,und die Identitiat 
desselben mit dem kiinstlich erhaltenen Produkt in jeder Hin- 
sicht sicher zu stellen‘.*) 


‘) Nach B. J. Stokvis (Zs. fiir Klin. Med. Bd. 28, S. 2 (1895) 
handelt es sich um ein regelmiBiges Symptom. Er schreibt ,,Einmal 
auf das Vorkommen des Himatoporphyrins im Harn aufmerksam ge- 
worden, haben wir nachher nie versiumt, bei den auf unserer Klinik 
vorgekommenen Fillen von Bleiintoxikation den wiihrend der Bleikolik 
ausgeschiedenen Harn auf das Vorkommen dieses Farbstoffs zu unter- 
suchen. Ich stehe dann auch nicht an, Hiimatoporphyrinurie als ein 
konstantes Symptom der Bleikolik zu bezeichnen, welches meistens noch 
einige Tage die Konstipation iiberdauert, aber, sobald der Stuhl regel- 
miBig wird, allmihlich ganz verschwindet.“ §S. auch Nakarai, Uber 
Hiimatoporphyrinurie, D. Arch. fiir Klin, Med. Bd. 58, 8. 165 (1897), 
ferner Hans Giinther, Die klinischen Symptome der Lichtempfindlich- 
keit, Dermatolog. Wochenschr. Bd. 68, S. 186 (1919). 

*) A. a. O. Zs. fiir Klin. Med.) 

5) Gemeint ist ein nach Hoppe-Seylers Verfahren dargestelltes 
Hiimatoporphyrin. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX., 10 
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Hans Giinther!) gibt bei der Beschreibung eines Falles 
von Bleikolik mit pathologisch gesteigerter Hamatoporphyrin- 
ausscheidung an, da das Himatoporphyrin im nativen Harn 
in diinner Schicht spektroskopisch nachweisbar war und nach 
Saillet gereinigt gewonnen werden konnte. 

Als mir kiirzlich der Harn eines Falles von Bleivergiftung *) 
iiberwiesen wurde, habe ich versucht, die Art des darin nach- 
gewiesenen Porphyrins unter Benutzung iilterer und der neuer- 
dings von Hans Fischer und von mir an einigen genauer 
erforschten Porphyrinen aufgefundenen Unterscheidungsmerk- 
malen festzustellen. 

Der Harn hatte dunklere Farbe als normaler, war aber 
auch in dickerer Schicht nicht rot. In 4—8 cm Schichtdicke 
lieferte er im Spektrum keine Absorptionserscheinung, aus der 
man mit Sicherheit auf Anwesenheit eines Porphyrins hitte 
schlieBen kénnen. Wurde er dagegen mit Salzsaiure an- 
gesiuert, so lieferte er deutlich erkennbar das die Porphyrine 
kennzeichnende Absorptionsbild. 


Bei der spektrometrischen Untersuchung eines Gemisches 
aus gleichen Raumteilen Harn und 25°/,iger Salzsiure fiel 
mir auf, daB die Absorptionsstreifen bedeutend weiter nach 
Violett lagen als bei einem in gleichem Verhiltnis hergestellten 
Gemisch aus Salzsiure und einem Harn, dem nur reines Harn- 
hamatoporphyrin (C,,H,,N,0,, nach H. Fischer’*) zugesetzt war. 





1) Hans Giinther, Uber die akute Hiimatoporphyrie, D. Arch. 
fiir Klin. Med. Bd. 134, S. 292 (1920). Beziiglich der iilteren Literatur 
vgl. man auch Fr. N. Schulz, ,,Uber einige Farbstoffe des Harns, ihre 
Entstehung und Bedeutung“ in ,,Ergebnisse der Physiologie“ II. Jahr- 
gang 1. Abt. S, 162, ferner Neubauer-Hupperts ,,Analyse des Harns“ 
XI. Aufl., sowie Hans Giinther ,,Die Hiimatoporphyrie“, D. Arch. 
fiir Klin. Med. Bd. 105. S. 189 (1911). 

*) Arbeiter einer Metall-Affinerie, dessen Erkrankung auf daf 
Einatmen von Bleistaub und -Dimpfen zuriickgefiihrt wurde; ‘dunkler 
Saum an einigen Ziihnen des Unterkiefers sowie basophile Granulation 
der roten Blutkérperchen (nach freundlicher Mitteilung von Herrn 
Dr. Schwarz, Hamburg.) 

8) H. Fischer, Uber das Urinporphyrin I. Mitt. Diese Zs. Bd. 95, 
S. 34 (1915). IL. Mitt. Bd. 96, S. 151 (1915). 
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Nach dem Verfahren von Nebelthau?) das sich freilich 
mehr fir besonders porphyrinreiche Harne eignet, lieB sich 
der Farbstoff aus dem Harn nicht ausfaillen. Dagegen wurde 
nach dem Verfahren von Garrod?) durch Mischen des Harns 
mit Kalilauge ein stark porphyrinhaltiger Niederschlag erhalten. 
Er wurde mit Wasser gewaschen und mit starker Salzsiure 
in einer solchen Menge behandelt, das der Salzsiuregehalt der 
Lisung angenahert 25°/, betrug. Die filtrierte Fliissigkeit 
gab schon in sehr geringer Schichtdicke das bekannte Ab- 
sorptionsbild der Porphyrine in iiberschiissiger Salzsiure. 
(Porphyrin-Siurespektrum). 

Bei der genauen Ortsbestimmung*) mit dem Gitterspektro- 
meter‘) fand ich fiir die Hauptstreifen up 593,0 und 550,0, fir 
den seiner Lage nach nur angenihert bestimmbaren Streifen II 
un 573.5. Diese Werte weichen betriachtlich von den fiir den 
Kérper C,,H,,N,O,, gefundenen ab (s. u.), passen dagegen 
gut zu denen des Kotporphyrins (C,,H,,N,0,). 


Auf Grund vorstehender Befunde an dem mit Salzsiure 
gemischten Harn und dem ausgefillten Farbstoff kann die 
Anwesenheit irgend erheblicher Mengen von Harnhamatopor- 
phyrin (C,,H,,N,O,,) ausgeschlossen werden. 


Da das Kotporphyrin sich, wie H. Fischer gezeigt hat, 
dem mit Essigsiure angesiuerten Harn mit Ather entziehen 





1) E. Nebelthau, Beitrag zur Lehre vom Hiimatoporphyrin des 
Harns, Diese Zs. Bd. 27, S. 324 (1899). 

*) Garrod, zitiert nach F, N. Schulz, Die Farbstoffe des Harns, 
in Neubauer-Huppert, Analyse des Harns XI. Aufl. 1913. 8. 1335. 

8) Die Spaltweite betrug bei diesen und den iibrigen Messungen 
0,02—0,03 mm, im tibrigen verweise ich wegen der Ausfiihrung der 
Versuche auf meine friiheren Abhandlungen z. B. ,,Die messende Spek- 
troskopie und die Spektrophotographie als Methoden zur qualitativen 
Bestimmung des Oxyhiimoglobins und seiner Umwandlungsprodukte“, 
Biochem. Zs. Bd. 42, S. 304 (1912). 

4) Vgl. z. B.: ,,Untersuchungen tiber die Absorptionserscheinungen 
des Oxyhiimoglobins im Gitterspektrum“, Diese Zs. Bd. 83, 8.6 (1913) 
und ,Spektrographische Methoden in Abderhaldens Handbuch der 
Biochem. Arbeitsmethoden Bd. VI S. 389, desgl. in Abderhaldens 
Handbuch der Biologischen Arbeitsmethoden. 
10* 
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laBt, behandelte ich eine gréBere Menge des Harns in dieser 
Weise und erhielt dabei einen roétlich gefirbten Auszug. 


Untersuchung des im Essigsiure-Atherauszug enthaltenen 
Farbstoffs. 


Der rétlich gefarbte Auszug lieferte nach dem Abdestil- 
lieren des Athers einen braunen Rickstand. 

1. Kin Teil davon wurde mit 27 °/,iger Salzsiure in einer 
solchen Menge gemischt, dab die erzielte Lésung etwa 25 bis 
26 °/, Salzsiure enthielt. Die nach dem Filtrieren vollstiindig 
klar rotbraune Lésung wurde sowohl spektroskopisch mit dem 
Gitterspektrometer als auch spektrographisch untersucht. Sie 
lieferte schon in sehr diinner Schicht das Porpbyrinspektrum 
in der oben angegebenen Weise, daneben in miBiger Stirke 
des ,,Urobilinstreifen“, der sich regelmiBig in den so_her- 
gestellten Ausziigen fand. 


a) Ortsbestimmung der Streifen mit dem Gitter- 
spektrometer. 


Sie ergab fiir die Hauptstreifen: wy 593,4 und 550,6. 
b) Spektrographische Untersuchung. 


Bei der spektrogrammetrischen Bestimmung fand ich fiir 
die 3 Hauptstreifen wy 593,8, 550,2 und 405,5. In Uberein- 
stimmung mit meinen friiheren Angaben iiber den Violett- 
streifen der Lésungen von Porphyrinen gab auch dieses Por- 
phyrin in salzsaurer Lésung sehr starke Absorption im Violett, 
die sich erst bei der spektrographischen Aufnahme sehr farb- 
stoffarmer Lésungen als schmaler, scharf begrenzter, symme- 
trischer Streifen darstellte. Zu den auf der angefiigten ‘Tafel 
wiedergegebenen Spektrogrammen des Violettstreifens habe 
ich Lésungen benutzt, die in 1 cm Schichtdicke kaum oder 
nicht mehr gefarbt erschienen. 

2. Kin weiterer Teil wurde in n/10-Kalilauge gelést und 
filtriert, das Filtrat mit Essigsiure angesiiuert, wobei der Farb- 
stoff fast vollstiindig in feinen Fléckchen ausgefillt wurde. Die 
abfiltrierten Flocken wurden mit wenig Wasser gewaschen und 
mit n/10-Kalilauge behandelt, worin sie sich vollstindig lésten. 
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Die Lésung gab das Absorptionsbild alkalischer Porphyrin- 
lésungen. Fir den Ort der 4 Streifen fand ich: 

I. uu 618,0 (symmetrischer Streifen), IJ. unsymmetrischer 
Streifen, Maximum rechts von der Mitte, angenihert 566,0, 
I. 540, IV. angenihert 505,0. 


Leider war es mir aus duBeren Griinden nicht méglich, 
von dem entfernt wohnenden Kranken den Harn der folgenden 
Tage zu erhalten. Erst nach etwa 2 Wochen erhielt ich 
frischen Harn, den ich sogleich nach den oben beschriebenen 
Verfahren untersuchte. Er war jetzt nur wenig dunkler als 
normaler Harn und enthielt viel weniger Porphyrin als friher, 
immerhin aber noch bedeutend mehr als normaler Harn. Bei 
der Untersuchung einer Lésung des nach Garrods Verfahren 
gewonnenen porphyrinhaltigen Niederschlags erhielt ich das- 
selbe Absorptionsbild wie bei dem friiheren Harn und fiir den 
Ort der 2 Hauptstreifen im sichtbaren Spektrum dieselben 
Werte wie damals. Der an den folgenden Tagen gesammelte 
Harn zeigte beziiglich des Porphyringehalts genau das gleiche 
Verhalten. Ich behandelte mehrere Liter dieses Harns in der 
oben beschriebenen Weise mit Essigsiiure und Ather und erhielt 
nach dem Abdestillieren des Athers einen hellbraunen Riick- 
stand, aus dem sich sowohl durch Salzsiure als auch durch 
n/10-Kalilauge das Porphyrin ausziehen lieB. 


Der aus einem kleineren Teile mit 25°/,iger Salzsiure 
hergestellte Auszug gab das Porphyrin-Siurespektrum mit der 
oben beschriebenen Lage der Streifen. Ein anderer Teil wurde 
in n/10-Kalilauge gelést. Diese Lésung gab das Absorptions- 
bild alkalischer Phorphyrinlésungen mit folgender Lage der 
Streifen: J. 616,5, Il. unsymmetrisch, Maximum rechts von 
der Mitte ungefiihr auf 564,5, III. symmetrisch 538,0, IV. an- 
genithert auf 504,0. AuBerdem war noch ein unscharf be- 
grenzter und daher nur ganz angenahert meBbarer Streifen im 
Rot auf (ungefihr 645) vorhanden, iiber dessen Auftreten und 
Bedeutung ich an anderer Stelle schon berichtet habe.}) 

Die Hauptmenge des urspriinglichen Riickstandes wurde 


') Diese Zs. Bd. 98, S. 151 (1916). 
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in n/10-Kalilauge gelést, filtriert, das Filtrat mit Essigsiure 
angesduert und die sehr feinflockige Triibung abfiltriert. Der 
auf dem Filter verbliebene braune Belag wurde mit einer 
winzigen Menge Kalilauge befeuchtet und dann in 5 ccm 
27°/,iger Salzsiure gelést. Die klare Lésung gab scharf aus- 
geprigt das Absorptionsbild des Porphyrin-Saiurespektrums mit 
folgender Lage der Streifen: I. 592,9, II. (bekanntlich nicht 
scharf einstellbar) auf angenaihert 574, III. 550,0. 

Nach einigen Wochen untersuchte ich nochmals mehrere 
Liter frischen Harn. Der Porphyringehalt hatte wieder ab- 
genommen, iibertraf aber doch noch betriachtlich den von nor- 
malem Harn. Im iibrigen wurde durch diese erneute Unter- 
suchung das bisherige Ergebnis bestitigt: 

a) Lésung des Porphyrins in n/10-Kalilauge ergab diesmal: 
I. wu 616,5, IL angenahert 564,5, III. 538,0, IV. angenihert 
502,0. AuBerdem ein schwacher Schatten auf ungefahr 640,0. 

b) Lésung des Porphyrins in 25 °/, iger Salzsiure: I. up 593,0. 
II. angenihert 573,0, III. 550,0. 

In der Zwischenzeit war mehrfach an Durchschnittsproben 
von Sammelharn mehrerer Tage festgestellt worden, daB der 
Porphyringehalt langsam aber anscheinend stetig abnahm. 
Etwa 7 Wochen nach der ersten Untersuchung muBten 100 ccm 
frischer Harn nach Garrod verarbeitet werden, um das Por- 
phyrin im Niederschlag spektroskopisch nachweisen zu kénnen. 
(Phosphatfallung mit wenig Wasser gewaschen, mit 2—3 ccm 
Salzsiure ausgezogen, Auszug in 2 cm Schichtdicke beobachtet. 

Nach dem Ergebnis der Untersuchung ist das echte Harn- 
himatoporphyrin (C,,H,,N,O,, = Fischers ,,Urinporphyrin“) 
in den gepriiften Harnmengen nicht in nachweisbarer Menge 
vorhanden gewesen, auch nicht in dem auf dem Héhepunkt 
der Erkrankung entleerten porphyrinreichsten Harn. Dagegen 
enthielt der Harn dauernd ein Porphyrin, das sich in allen 
gepriiften Kigenschaften wie das Kotporphyrin (C,,H,,.N,0, 
nach H. Fischer) verhielt. Die bezeichnenden Merkmale sind: 

1. Das absorptive Verhalten des mit gleichviel Salzsiure 
gemischten Harns gegeniiber dem normalen (Gitter-)Spektrum. 

2. Das Verteilungsverhiltnis beim Schiitteln des Harns 
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mit einem Gemisch aus Essigsiure und viel Ather; die Haupt- 
menge des Farbstoffs geht in den Ather iiber. 

3. Das absorptive Verhalten von Lésungen des Farbstoffs 
in n/10-Kalilauge und in Salzsiure von bestimmtem Gehalt an 
Salzsiure. Hierbei ist von besonderer Bedeutung die gegen- 
iiber dem Harnhamatoporphyrin stark abweichende Lage des 
spektrographisch sehr genau bestimmbaren Violettstreifens. 
Zum Vergleich seien auch die Werte fiir den Ort der Haupt- 
streifen von Harnhaimatoporphyrin und Kotporphyrin bei un- 
gefihr 25°/,iger Salzsiure enthaltenden Lésungen angefiihrt: 








Zeichen der Harn- Kot- Porphyrin 
Absorptions-| _b#mato- orphyrin| #%6 Harn 
pete a porphyrin ie a N.O,) bei Blei- 
(Cy oH gN40,6)| * ~*° s6°\4''8 vergiftung 





Okulare Bestim- | 


mungen mit dem I 596,7 593,1 593,4 }) 

Gitterspektro- | Ill 558,4 549,9 550,6 
meter 

Spektrogram- 

metrische Bestim- I 597,1 593,6 593,8 
mungen nach WW ses a nae 
Aufnahmen mit — a a 
dem Gitter- Vi 410,7 405,8 405,5 





spektrographen 














Fiir die Lésungen des Porphyrins in n/10-Kalilauge sind 
folgende Werte festgestellt: 




















738 : ‘ Porphyrin 
fiishen der] Here: | Kot: [aus Harn 
ntseitiin orphyrin | P°TPhyrin| bei Blei- 
ini igs vergiftung 
Okulare Bestim- I 611,35 617,5 615 ”) 
mungen mit | If 559,3 565,5 angeniih. 566 
dem Gitter- Ill 538,4 538,3 540 
spektrometer IV 501,8 503,3 angenih. 505 


‘) Priiparat aus dem Harn des ersten Tages. 

Das Priiparat aus dem etwa 2 Wochen spiiter entleerten Harn er- 
gab fiir I. 592,9, fiir III. 550,0. 

*) Priparat aus dem Harn des ersten Tages. Das Priaparat aus 
dem etwa 2 Wochen spiiter entleerten Harn ergab fiir I 616,5, I 564,5, 
IIL 538,0, IV angeniihert 504,0. 
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Da der jetzt noch verfiigbare Harn des erfolgreich idrzt- 
lich behandelten Kranken nicht sehr viel mehr Porphyrin ent- 
halt als der Harn mancher Gesunden, so halte ich es fiir wenig 
aussichtsvoll, groBe Mengen Harn mit dem Ziel der Rein- 
darstellung des Porphyrins in einer fiir die Mikroelementar- 
analyse ausreichenden Menge zu verarbeiten. Selbstverstind- 
lich muB das hier mitgeteilte Ergebnis durch eine erschépfende 
chemische Untersuchung des reinen Farbstoffs vervollstindigt 
werden. Vorliufig laBt sich nur sagen, daB in diesem Falle 
von Bleivergiftung') im Harn ausschlieBlich oder weit iiber- 
wiegend ein Porphyrin vorhanden war, das héchstwahrschein- 
lich Kotporphyrin ist oder aber ein in den gepriften Kigen- 
schaften diesem gleichender bislang nicht beschriebener Far))- 
stoff. Dies Ergebnis ist insofern iiberraschend, als bei 
den wenigen Fillen, in denen Porphyrine aus Harn 
rein abgeschieden und genauer bestimmt worden sind, 
bislang entweder ein Gemisch aus Harnhimatopor- 
phyrin mit einer kleineren Menge Kotporphyrin oder 
Harnhamatoporphyrin allein aufgefunden ist.) 





1) Leider stehen mir fiir vergleichende Untersuchungen geeignete 
Harne anderer Fille von Bleivergiftung augenblicklich nicht zur Ver- 
fiigung. 

*) Z. B. fand Hans Fischer bei Himatoporphyria congenita vor- 
wiegend Harnhimatoporphyrin, in kleinerer, aber immerhin betriicht- 
licher Menge Kotporphyrin; am gleichen Falle wurden spiiter von 
O. Schumm an einer Durchschnittsprobe von Sammelharn mehrerer 
Wochen ungefihr 85°/, Harnhiimatoporphyrin und 15 °/, Kotporphyrin 
gefunden, 

Bei hochgradiger Hiimatoporphyrinurie unbekannter Atiologie fand 
O. Schumm ein Porphyrin mit den Eigenschaften von Fischers 
Harnhimatoporphyrin, dagegen war ein Porphyrin vom Verhalten des 
Kotporphyrins (aus angesiiuertem Harn mit Ather ausziehbar) wenigstens 
nicht in nennenswerter Menge vorhanden (vgl. Roedelius u. Schumm, 
a. a. O. (S. 121) und Diese Zs. Bd. 96, S. 192 u. 193 (1915/16). 

Bei Trional-Himatoporphyrinurie fanden Ellinger und Riesser 
nur Harnhimatoporphyrin (vgl. Diese Zs. Bd. 98, S. 4 (1916/17). ,,Weder 
Ather noch Chloroform nahmen aus dem angesiiuerten Harn Farbstoff 
auf, auch Amylalkohol héchstens Spuren.“ 

Bei ,,akuter, nicht durch chronische Vergiftung mit Sulfonal, ‘Tri- 
onal usw. bedingter Porphyrinurie mit aufsteigender Paralyse“, fand 
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Andererseits steht mein Befund durchaus nicht in Gegen- 
satz zu dem, was kirzlich H. Giinther bei seinem Falle von 
Bleivergiftung festgestellt hat. Wenngleich er keine ge- 
naueren und zahlenmiBigen Angaben iiber das Verhalten des 
von ihm gefundenen Porphyrins macht, so deuten doch die 
Worte ,und wurde nach Saillet gereinigt gewonnen“ darauf- 
hin, daB wenigstens ein groBer Teil, wenn nicht die Gesamt- 
menge des Farbstoffs gleich dem Kotporphyrin in Saillets 
Extraktionsmittel léslich war. 

Ks wire nun denkbar, daB in Fallen hochgradiger 
Porphyrinurie im Harn hauptsiichlich Harnhimatoporphyrin 
(C,,HggN,O,,) ausgeschieden wird, wahrend die viel kleineren 
Mengen von Porphyrin, die man bei Porphyrinurie geringeren 
Grades findet, und ebenso die Spuren Porphyrin im Harn 
Gesunder ganz oder iiberwiegend aus Kotporphyrin bestehen. 
Mit der Priifung dieser Verhiltnisse bin ich zurzeit beschiaftigt 
und hoffe spiter dariiber berichten zu kénnen. 

Nachtrag bei der Korrektur. Wahrend der Druck- 
legung dieser Mitteilung bot sich mir die Gelegenheit, bei 
zwei weiteren Fillen von Bleivergiftung Harnuntersuchungen 
auszufiihren.') Das Ergebnis deckt sich vollkommen mit dem 
oben mitgeteilten. Auch bei den beiden neuen Fallen war 
der Harn dunkler als normaler, aber selbst in dickerer Schicht 
nicht rot. Von beiden Fallen habe ich wiederholt gréBere 
Mengen Sammelharn (von mehreren Tagen) untersuchen kénnen. 





W. Liffler nur Harnhimatoporphyrin. (Er schreibt auf 8.107, daB 
aus frischem und aus lingerer Zeit tiber Chloroform aufbewahrtem 
Harn nach dem Ansiiuern mit Eisessig weder in Chloroform noch in 
Ather, Benzol, Toluol, Essigiither oder Amylalkohol auch nur Spuren 
des Farbstoffs iibergingen). 
Abderhalden beschreibt einen Fall hochgradiger Porphyrinurie 
(mit schweren Degenerationserscheinungen im peripheren Nervensystem), 
in dem anscheinend Fischers Urinporphyrin in reichlicher Menge vor- 
handen war. Der bald eingetretene Tod verhinderte in diesem Fall 
cenauere Feststellungen. 
1) Herrn Privatdozent Dr. med. Schwarz, Hamburg, der sich um 
die Auffindung und Klarstellung der Krankheitsfille bemihte, danke ich 
auch an dieser Stelle fiir sein freundliches Entgegenkommen. 
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Bei dem dunkleren und porphyrinreicheren Harn des einen 
Falles war nach dem Ansiuern mit Salzsiure das Porphyrin- 
spektrum in 8—10cm Schichtdicke ohne weiteres zu erkennen. 
In beiden Fallen lieB sich die weitaus gréBte Menge des vor- 
handenen Porphyrins nach dem Ansiuern des Harns mit Essig- 
siure durch ein- bis zweimalige Behandlung mit Ather aus- 
ziehen. Nur 3/,, bis '/,, dieser Farbstoffmenge konnte aus 
dem so behandelten Harn nachtriglich noch nach Garrods 
Verfahren gewonnen werden. In einem Versuche wurden je 
21 desselben Harns vergleichend nach Saillets und Garrods 
Verfahren verarbeitet. Mit Saillets Verfahren wurde etwa 
dreimal soviel Porphyrin gewonnen als bei der Behandlung 
des Harns mit Lauge. In allen Versuchen zeigte das 
abgeschiedene Porphyrin die oben fiir das Porphyrin 
des ersten Falles beschriebenen EKigenschaften. Da- 
neben lieB sich ein Porphyrin von den Eigenschaften des be- 
kannten Harnhimatoporphyrins (C,,H,,N,O,,, = Fischers 
Urinporphyrin) nicht nachweisen. — Sollte sich das Ergebnis 
der beschriebenen Versuche in weiteren Fillen bestitigen. 
dann wire die Porphyrinurie bei Bleivergiftung von der Sul- 
fonalporphyrinurie u. & chemisch unterschieden. Es soll ver- 
sucht werden, obige Feststellungen zu erweitern und mit rein 
chemischen Methoden zu erhirten. 
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Erkliirung der Spektraltafel. 


26°, HCl enthaltende Lésungen des Farbstoffs aus dem 
Harn bei Bleivergiftung. 


Spektrogramme 1—3. Sehwichste, nahezu farblose Lésungen (Violett- 





streifen). 
4—12. Stirkere Lésungen. 
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XVIII. Mitteilung.') 


Uber die durch Bleiacetat fallbaren Sauren der Vogelbeeren 
(Pirus aucuparia). 


Von 


Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag. 





(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1922.) 


Zur Gewinnung der gewdhnlichen 1-Apfelsiiure ist das 
am hiufigsten benutzte Ausgangsmaterial der Saft der Vogel- 
beeren und es scheint verhiltnismibig einfach zu sein, aus 
diesen Friichten gréBere Mengen der Siiure in krystallisiertem 
Zustande zu gewinnen. Von verschiedenen Forschern ist nun 
in den Crassulaceen eine weitere Apfelsiiure, die sog. Crassu- 
laceenipfelsiure, aufgefunden worden, welche sich von der 
gewohnlichen, der Vogelbeereniipfelsiure, namentlich dadurch 
unterscheidet, daB sie selbst und ihre Salze nicht krystalli- 
sieren. Bei Durchsicht der Arbeiten iiber letztere Saure dringt 
sich nun der Verdacht auf, daB die Forscher, welche sich mit 
ihr beschaftigten, tiberhaupt keinen reinen Kérper in Hinden 
gehabt haben, sondern daB die angebliche Apfelsiure mit er- 
heblichen Mengen anderer Stoffe verunreinigt war und dab 
dadurch die Krystallisation verhindert wurde. Wenn diese 
Voraussetzung richtig ist, dann diirften in den Vogelbeeren 
neben Apfelsiure nur wenig andere Siuren, welche ihre 
Reindarstellung nicht besonders erschweren, vorhanden sein, 


') XVII. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 116, S. 166 (1921). 
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wihrend bei den analogen Gewinnungsmethoden der Crassu- 
laceenapfelsiure erhebliche Mengen anderer Siuren, welche 
ihre Krystallisation und die ihrer Salze verhindern, mit 
abgeschieden werden. Es schien uns deshalb gelegentlich 
unserer spaiter zu verdffentlichenden Versuche iiber Crassu- 
laceenipfelsiure wiinschenswert zu sein, zunichst einmal nach- 
gusehen, ob die Vogelbeeren tatsichlich an durch Bleiacetat 
fillbaren Siuren im wesentlichen nur Apfelsiure enthalten und 
ob die gute Krystallisationsfahigkeit der Vogelbeerenapfelsiure 
und ihrer Salze dadurch begriindet ist. 

In dem Schrifttum iiber die Gewinnung der Apfelsiure 
aus Vogelbeeren finden sich kaum Hinweise auf die Anwesen- 
heit anderer Siuren; nur in zwei Arbeiten von Justus Liebig!) 
ist es anders. In seiner zweiten Arbeit iiber diesen Gegen- 
stand weist der Forscher zunichst darauf hin, daB die bisher 
angewandten Verfahren zur Reindarstellung von Apfelsiure 
aus Vogelbeeren — Fiallung mit Bleiacetat, Umkrystallisieren 
des Bleisalzes und zerlegen dieses mit Schwefelwasserstoff oder 
Schwefelsiure — unzureichend sind und zwar aus dem Grunde, 
,weil der Saft noch eine Menge Citronensiure und Weinstein- 
siure enthalt“. Auch in der ersten Arbeit finden sich Be- 
merkungen iiber das Vorkommen der eben erwihnten Siuren 
in den Vogelbeeren, zu deren Entfernung besondere Verfahren 
angegeben werden. Das Vorkommen von reichlichen Mengen 
Weinsiure und Citronensiure in den Vogelbeeren wiirde mit 
unserer weiter oben gemachten Annahme in Widerspruch 
stehen; jedoch hat Liebig diese beiden Siuren keineswegs 
einwandfrei nachgewiesen, sondern ihr Vorhandensein nur be- 
hauptet, da jegliche analytischen Belege fehlen. 

Bei der Untersuchung der durch Bleiacetat fallbaren 
Siiuren kam es uns darauf an, die event. neben der Apfel- 
siure vorhandenen anderen Siuren ihrer Natur nach zu _ be- 
stimmen und einen Uberblick iiber ihre Mengenverhiltnisse 
zu erhalten, um spiiter mit der auf gleichem Wege abzu- 
scheidenden Apfelsiiture aus Crassulaceen Vergleichspunkte zu 





') Ann. chim. phys. Bd. 43, S. 259 (1830); Ann. Bd. 5, 8. 141 (1833). 
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haben. Hierfiir schien das von dem einen von uns gemeinsam 
mit Eugen Schuhmacher’) bei der Untersuchung der durch 
Bleiacetat faillbaren Séuren der Johannisbeeren angewandte 
Verfahren, nimlich die aus den Bleiniederschligen gewonnenen 
Saéuren zu verestern und ihre Ester der fraktionierten Destil- 
lation zu unterwerfen, geeignet zu sein, da es bei der er- 
wihnten Untersuchung gelungen war, neben der weitaus iiber- 
wiegenden Citronensiure recht kleine Mengen Apfelsiure nach- 
zuweisen. 

Bei der Verarbeitung der Johannisbeeren wurde das aus 
den Bleisalzen gewonnene Siuregemisch direkt der Veresterung 
unterworfen; es fanden sich aber in dem Estergemisch neben 
Citronensiure- und Apfelsiureester auch noch recht erhebliche 
Mengen Lavulinsiiureester und Athoxymethylfurfurolacetal, die 
ihre Entstehung der Einwirkung von alkoholischer Salzsiure 
aut Zucker verdankten, welch letzterer den Bleisalzen sehr 
hartnackig anhaftete. Um das Auftreten der beiden eben er- 
wihnten Kérper, welche die Untersuchung des Estergemisches 
unnétig erschweren, zu vermeiden, muBten die zur Veresterung 
gelangenden Siauren frei von Zucker sein; da sich das aber 
nicht durch Auswaschen der Bleiniederschlage auf der Nutsche 
erreichen lieB, wurde das Filtrat von den zersetzten Blei- 
niederschlagen ausgeiithert und so die Sauren in sicher zucker- 
freiem Zustande gewonnen. Zum Ausiithern der in Ather 
schwer léslichen Séuren diente ein dem bekannten Schacher!- 
schen Extraktionsapparat nachgebildeter mit hohem cylin- 
drischem ExtraktionsgefaB. 

Die Extraktion der wiBrigen Siurelésung wurde im ganzen 
1690 Stunden durchgefiihrt, die extrahierten Séuren aber nicht 
auf einmal verarbeitet, sondern die nach einer bestimmten Zeit 
erhaltenen verestert und fraktioniert. Wenn in den durch 
Bleiacetat faillbaren Siuren Gemische vorlagen, so war zu er- 
warten, daB sich die verschiedenen neben Apfelsiure in kleineren 
Mengen vorhandenen Siuren je nach ihrer Léslichkeit in Ather 
in den ersten oder in den letzten Anteilen anhiufen und so 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 9 (1921). 
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ihrer Auffindung weniger leicht entgehen wiirden. Beim Ein- 
dampfen der iitherischen Extrakte wurden in allen Fallen feste 
krystalline Riickstande erhalten, deren Aussehen mit zu- 
nehmender Extraktionsdauer immer besser wurde; wiahrend 
aus dem ersten Extrakt eine braunliche Krystallmasse ge- 
wonnen wurde, war die aus dem zweiten erhaltene schon hell- 
gelbbraun und die aus dem dritten und vierten fast farblos. 
In der groBen Krystallisationsfihigkeit der Extrakte liegt schon 
eine Andeutung dafiir, daB sie im wesentlichen aus Apfelsdure 
bestehen miissen. DaB dies tatsaichlich der Fall ist, konnte 
dadurch nachgewiesen werden, daB 1g Saure der ersten 
Extraktion, welche den unreinsten Eindruck machte, in die 
Benzylidenverbindung ihres Hydrazids umgewandelt wurde und 
Dibenzylidenapfelsiuredihydrazid erhalten wurde. Die Um- 
wandlung gelingt in gleicher Weise wie die Uberfithrung der 
Milchsaéure in die Benzylidenverbindung ihres Hydrazids nach 
den Angaben des einen von uns und Emmi Stern’), wie an 
reiner Apfelsiure zunichst nachgewiesen wurde, durch vier- 
stiindiges Erhitzen von apfelsaurem Hydrazin auf 110°, lésen 
des Reaktionsproduktes in Wasser und Schiitteln mit Benz- 
aldehyd; das aus dem ersten Extrakt gewonnene Benzyliden- 
hydrazid schmolz bei 163°, wobei etwas vorher Sintern ein- 
trat, wihrend die aus reiner Apfelsiiure erhaltene Verbindung 
den von Theodor Curtius und Carl von Hofe?) an- 
gegebenen Schmelzpunkt von 163—164° zeigte. Eine Analyse 
gab die fiir Dibenzylidenaipfelsiuredihydrazid berechneten Stick- 
stoffwerte. 

Die einzelnen Extrakte und auch der Riickstand wurde 
nach der Methode von Emil Fischer und Speyer verestert; 
beim Durchschiitteln der itherischen Esterlésung mit Pott- 
aschelésung fairbte sich diese immer tief dunkel, eine Er- 
scheinung, die bei der Esterdarstellung aus reiner Apfelsiure, 
Citronensiure, Milchsiure und Weinsiiure nicht zu bemerken 
ist; es mtissen unter den durch Bleiacetat fallbaren Sauren 
also Stoffe vorhanden sein, wenn auch in geringer Menge, die 


1) Diese Zs. Bd. 115, S. 270 (1921). 
2) Jl. pr. Bd. 95 S. 209 (1917). 
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beim Kochen mit alkoholischer Salzsdure diese die Pottasche- 
lésung dunkel farbenden Substanzen liefern. Nach dem Trocknen 
und Kindampfen der itherischen Lésung wurden die aus den 
verschiedenen Extrakten gewonnenen Ester der fraktionierten 
Destillation im Vakuum unterworfen, die Fraktionen von 
gleichem Siedepunkt vereinigt und weiter fraktioniert; schlieb- 
lich wurden bei einem Drucke von 12 mm folgende Fraktionen 
erhalten: 


ie ef Ll es ee 
. tee... sk. . oe 
ee. 
-— << ee 
ee a 
6. AR. Bis 


- Aus den insgesamt 569 g Siure wurden endgiiltig 511 ¢ 
Kster gewonnen; wird die Ausbeute unter der Annahme, dai 
Apfelsiiure vorliegt, berechnet, so betragt sie rund 64 °/,; wenn 
nun auch kleine Mengen Ester bei den vielfachen Fraktio- 
nierungen verloren gehen, so ist die Ausbeute doch immer 
noch recht schlecht; man erhalt jedoch iiberhaupt bei der 
Veresterung von Oxysiuren recht mangelhafte Ergebnisse, wie 
wir uns gelegentlich am Beispiel der Milchsiiure, Apfelsiure, 
Weinsiure und Citronensiiure iiberzeugten; wie diesem Ubel- 
stande abzuhelfen ist, dariiber sind im hiesigen Institut syste- 
matische Versuche im Gange. 

Aus dem Menger verhaltnis der einzelnen Fraktionen labt 
sich schon recht sicher entnehmen, daB die Ester im wesent- 
lichen aus Apfelsiurediiithylester bestehen, denn die Haupt- 
fraktion von 473 g zeigt scharf den Siedepunkt dieses Esters; 
daB er wirklich vorlag, wurde noch durch eine Analyse be- 
stitigt. Das Destillationsbild zeigt aber auch, daB neben dem 
Apfelsiiureester, wenn auch in recht kleiner Menge, andere 
Ester vorhanden sein miissen. Um ihre Natur und Menge 
kennen zu lernen, wurden die einzelnen Fraktionen in ihre 
Hydrazide umgewandelt und diese untersucht, eine Methode, 
die schon bei der Bearbeitung der durch Bleiacetat fallbaren 
Siuren der Johannisbeeren gute Dienste geleistet hatte. Zur 
Uberfithrung der einzelnen Esterfraktionen in ihre Hydrazide 











Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 155 


wurde eine bestimmte Menge Ester in dem dreifachen Volumen 
absolutem Alkohol gelést, etwas mehr als die fiir Apfelsiiure- 
diithylester berechnete Menge Hydrazinhydrat hinzugefiigt, 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, das ab- 
geschiedene Hydrazid abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und 
getrocknet. Die Mutterlauge wurde dann 2 Stunden zum 
Sieden erhitzt und nach dem Erkalten und langerem Stehen 
das event. ausgefallene Hydrazid abgesaugt. 

Wird reiner Apfelsiurediiithylester in alkoholischer Lésung 
in dem eben angegebenen Verhidltnis mit Hydrazinhydrat ge- 
mischt, so treten ganz charakteristische Erscheinungen auf. 
Die Mischung bleibt vorderhand klar; nach 5 Minuten scheiden 
sich, zunichst am Boden und an den Winden des Kélbchens, 
kleine kugelige Aggregate ab, die aber bald die ganze Fliissig- 
keit erfiillen und nach '/, Stunde ist das ganze zu einem dicken 
farblosen Brei von porzellanartigem Aussehen erstarrt. Wird 
nach 24stiindigem Stehen abgesaugt und mit Alkohol ge- 
waschen, so betriigt die Ausbeute an Apfelsiuredihydrazid 
96—99 °/, der berechneten, sie ist also dank der Schwer- 
léslichkeit des Hydrazids in Alkohol quantitativ. Das so ge- 
wonnene Hydrazid zeigt scharf den von Theodor Curtius 
und Carl von Hofe angegebenen Schmelzpunkt von 178—179° 
und laBt auch bei 300facher VergréBerung keine krystalline 
Struktur erkennen. Etwas abweichend sind die Erscheinungen, 
wenn ein nicht ganz reiner Apfelsiiureester vorliegt; die Ab- 
scheidung des Hydrazids tritt dann meistens etwas spater ein 
und vielfach setzen sich die Aggregate von Apfelsiuredihydrazid 
lediglich am Boden und an den Wanden des Kolbens in Form 
von kleinen farblosen, warzenfoérmigen Gebild2n' fest; die letztere 
Art der Abscheidung tritt namentlich dann ein, wenn nur 
wenig Apfelsiiureester vorhanden ist. Die geschilderten Er- 
scheinungen sind fir Apfelsiurediithylester charakteristisch 
und es 1aBt sich an ihrem Auftreten schon mit recht groBer 
Sicherheit die Anwesenheit dieses Esters erkennen. Nimmt 
man dann noch den Schmelzpunkt und den Mischschmelzpunkt 
des entstandenen Hydrazids, seine Betrachtung unter dem 
Mikroskop bei 300 facher VergréBerung, die keine krystalline 
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Struktur erkennen liBt und den Siedepunkt der Esterfraktion 
hinzu, so laBt sich die Apfelsiiure auf diesem Wege mit voiler 
Sicherheit kennzeichnen und auch ihr anniherndes Mengen- 
verhaltnis zu anderen Siiuren ermitteln, 

Die prozentualen Ausbeuten an Apfelsiuredihydrazid aus 
den einzelnen Esterfraktionen waren die folgenden: 


—_  . ene fs 
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Die Fraktionen 2, 3 und 4 vom Siedepunkt 125—131° 
bestehen also aus reinem Apfelsdurediiithylester und auch die 
Fraktionen 1 und 5 zu mindestens 82 bzw. 86°/, aus diesem 
Stoff. Von den 511g Ester sind also 508,3 g oder 99,5°, 
Apfelsiurediiithylester. Unter der Annahme, daB die 
durch Bleiacetat fillbaren Siituren der Vogelbeeren 
gleichmiBig verestert werden, folgt also, daB sie zu 
99,5 °/, aus Apfelsiiure bestehen. 

Was sind nun die kleinen Verunreinigungen? 

Die Mutterlaugen von Apfelsiiuredihydrazid der ersten 
Kraktion wurden eingedampft und der Riickstand in die Benzy- 
lidenverbindung der Hydrazide umgewandelt, wobei 0,1 g eines 
graugelben Pulvers erhalten wurden, welches nicht ganz scharf 
bei 173 —175° schmolz; durch Umkrystallisieren aus Alkohol, 
in welchem sich der Kérper verhiltnismiBig schwer liste, 
wurden wenige farblose Krystallchen gewonnen, die bei 200 
bis 202° schmolzen; zur weiteren Reinigung reichte die Sub- 
stanzmenge nicht aus. Mdéglicherweise liegt in dem Hydrazon 
Dibenzyliden-bernsteinsiuredihydrazid vor, worauf der hohe 
Schmelzpunkt des Benzylidenhydrazids und der Siedepunkt der 
Ksteriraktion hindeuten. Es kommen also in den Vogelbeeren 
vielleicht kleine Mengen Bernsteinsiure vor. 

Fraktion 6 vom Siedepunkt 160—170° zeigte beim Mischen 
mit Hydrazinhydrat in alkoholischer Liésung die Eigentiimlich- 
keit, da® sich schnell eine klare schmierige Masse am Boden 
des ReaktionsgefiBes absetzte, eine Erscheinung, die immer 
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bei der Bildung von Citronensiuretrihydrazid aus Citronen- 
siuretriathylester eintritt. Wenn man nun noch den Siede- 
punkt des Citronensauretriathylesters ins Auge faBt, der bei 
168—170° 11 mm liegt, so kann man mit Wahrscheinlichkeit 
annehmen, daB in Fraktion 6 im wesentlichen dieser Ester 
vorliegt und weiter, da& in den Vogelbeeren wahrscheinlich 
Spuren von Citronensiure vorhanden sind. 

Aus der Untersuchung geht einwandfrei hervor, daB die 
durch Bleiacetat fillbaren Siuren der Vogelbeeren gréBten- 
teils aus Apfelsiiure und nur Spuren anderer Siiuren bestehen. 
Erhebliche Mengen Weinsiure und Citronensiiure, die nach 
Liebig in diesen Friichten vorkommen sollen, sind jedenfalls 
nicht vorhanden; Weinsiiure diirfte iiberhaupt nicht anwesend 
sein, wihrend Citronensiiure lediglich in Spuren (héchstens 
0,3°/,) auftritt. Die weiter oben ausgesprochene Vermutung, 
daB die durch Bleiacetat fillbaren Saiuren wesentlich aus Apfel- 
siure bestehen, ist also vollauf bestitigt worden und es ist 
deshalb weiter nicht verwunderlich, daB sich aus diesem Material 
die Siiure leicht in reinem, krystallisiertem Zustande ab- 
scheiden liBt. 

Die bei dieser Untersuchung wiederum angewandte Me- 
thodik der Veresterung der Siuren, 'rennung der Ester durch 
fraktionierte Destillation und Kennzeichnung der einzelnen 
Fraktionen durch Umwandlung in ihre Hydrazide, hat sich 
auch hier gut bewihrt. Die Methode, die kurz Ester-Hydrazid- 
methode genannt werden mége, gestattet nicht nur eine ein- 
wandfreie Kennzeichnung der einzelnen Siuren, sondern sie 
gibt auch, wenigstens in einfacheren Fallen, einen annahernden 
Uberblick iiber die quantitativen Verhiiltnisse, was mit den 
ilteren Methoden nicht méglich ist. 

Die Vogelbeeren wurden im Juni 1920 im Hof und im 
botanischen Garten der Technischen Hochschule geerntet; sie 
begannen gerade sich orange zu firben. 43 kg Beeren wurden 
in einer kleinen Fruchtmihle zerkleinert und in einer Schrauben- 
presse stark ausgepreBt. Es wurden 35,2 Liter Saft erhalten, 
also aus 1 kg 818 ccm. Durch Filtration wurde eine geringe 
Menge brauner Substanz entfernt; der Saft war dann eine 
11* 
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wasserklare schwach rotliche Fliissigkeit von stark saurem 
Geschmack. 10 ccm Saft verbrauchten 48 ccm n/10-NaOH; 
danach enthielt 1 Liter Saft auf Apfelsiure berechnet 32,2 ¢ 
dieser Séure. 50 ccm Saft hinterlieBen nach dem Kindampfen 
auf dem Wasserbade und nachherigem Trocknen bis zur Ge- 
wichtskonstanz im Vakuum iiber Kali und Schwefelsiure 5,5 ¢ 
einer hellgelben, glasklaren, ziihen Masse; der Saft enthielt 
also 11°/, Trockensubstanz. Der Saft wurde zwecks Haltbar- 
machung mit Toluol kriftig durchgeschittelt und unter einer 
Toluolschicht aufbewahrt; waihrend der Aufbewahrung setzten 
sich pektinartige Massen ab, von denen vor der Verarbeitung 
abfiltriert wurde. 

17 Liter Saft wurden durch Aufkochen von Toluol be- 
freit und nach dem Abkiihlen zunichst so lange mit einer 
kalt gesittigten Bleiacetatlésung und dann mit einer Lésung 
von basischem Bleiacetat versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
ausfiel; hierzu waren 3400 ccm der ersten und 4100 ccm der 
zweiten Liésung notwendig. Der Niederschlag wurde nach 
einigen Stunden krystallin und bestand dann aus kleinen silber- 
glinzenden Blattchen. Er wurde abgesaugt, gut mit Wasser 
gewaschen, in 10 Liter Wasser fein verteilt und in einer 
groBen Flasche auf der Schiittelmaschine durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt. Nach beendeter Zersetzung wurde die F'liissig- 
keit zur Entfernung von iiberschiissigem Schwefelwasserstoff und 
zwecks Verdichtung des Schwefelbleis aufgekocht, dieses nach 
dem Abkiihlen abgesaugt und gut mit Wasser ausgewaschen. 

Das farblose Filtrat wurde im Vakuum auf 1300 ccm ein- 
gedampft und in einem Extraktionsapparat der Extraktion mit 
Ather unterworfen. Nach einer gewissen Zeit wurde die Ex- 
traktion unterbrochen, der iAtherische Extrakt entfernt und 
dann weiter extrahiert. Aus dem Extrakt, welcher immer aus 
einer wiBrigen und einer itherischen Schicht bestand, wurde 
zunichst bei Atmosphiirendruck der Ather und dann im Va- 
kuum, bei einer 60° nicht iibersteigenden Temperatur das 
Wasser abdestilliert. 

1. Extrakt: Extraktionsdauer 340 Stunden. 187 g einer 
braunlichen Krystallmasse. 
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9. Extrakt: Extraktionsdauer 340 Stunden. 132 g einer 
hellgelbbraunen Krystallmasse. 

8. Extrakt: Extraktionsdauer 340 Stunden. 80g einer 
fast farblosen Krystallmasse. 

4, Extrakt: Extraktionsdauer 670 Stunden. 78 g einer 
fast farblosen Krystallmasse, 

Es wurden also wihrend einer Gesamtextraktionszeit von 
1690 Stunden 477 g feste Substanz gewonnen. 

Um zu sehen, ob schon die bei der ersten Extraktion 
gewonnenen Siiuren zur Hauptsache aus Apfelsiure bestanden, 
wurde 1g in die Dibenzylidenverbindung des Hydrazins um- 
gewandelt, nachdem vorher ein Versuch mit reiner Kahl- 
baumscher Apfelsiiure angestellt worden war. 1,0 ¢ reine 
Apfelsiure wurden in 3 ccm Wasser gelést, 1,0 ccm Hydrazin- 
hydrat hinzugefiigt, die Lésung auf dem Wasserbade in einem 
Porzellanschiffchen zur Syrupdicke eingedampft und weiter 
im Vakuum iiber Kali und Schwefelsiure getrocknet; das 
Hydrazinsalz wurde 4 Stunden im Vakuum mit vorgelegtem 
Phosphorpentoxyd auf 110° erhitzt, nach dem Erkalten die 
farblose glasige Masse in 50 ccm Wasser geldst, die Lésung 
mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert, unter Umschiitteln so 
lange tropfenweise Benzaldehyd hinzugefiigt, bis der Geruch 
nach diesem bestehen blieb, dann der flockige Niederschlag 
abgesaugt, getrocknet und zur Entfernung von Benzaldazin 
mit Ather behandelt. Es wurden so 1,4 g eines farblosen 
Pulvers erhalten, welches den von Th. Curtius und Carl 
von Hofe*) angegebenen Schmelzpunkt 164—165° des Di- 
benzylidenapfelsiuredihydrazids zeigten. Die Ausbeute ent- 
spricht 55°/, der berechneten. 


0,1048 g gaben 15,1 ecm N bei 20° und 752 mm. 


0,1020¢g , 14,7ceemN , 20° ,, 752 mm. 
C,3H,,0,N, Berechnet Gefunden 
N = 16,57 %p. N = 16,61 16,56 


Auf gleiche Weise wurde auch das Benzylidenhydrazid 
der Siuren der ersten Extraktion hergestellt und dabei ein 





1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 95, S. 209 (1917). 
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farbloses Pulver vom Schmelzpunkt 163° erhalten, welches 
etwas vorher sinterte. 

Nach beendeter Extraktion wurde die extrahierte Fliissig- 
keit zur Trockne eingedampft, wobei 92g einer teilweise 
krystallisierten dunkelbraunen Masse hinterblieb. 

Die einzelnen Extrakte und auch der Riickstand wurden 
nun verestert; zu diesem Zweck wurden sie zunichst, um etwa 
noch anhaftende Feuchtigkeit zu entfernen, in dem gleichen 
Gewicht absolutem Alkohol gelést, der Alkohol wieder ab- 
destilliert, das Verfahren noch einmal wiederholt, der Riick- 
stand in der fiinffachen Menge absolutem Alkohol aufgenommen, 
soviel alkoholische Salzsiure hinzugefiigt, daB die Lésung 2°), 
Chlorwasserstoff enthielt und 5 Stunden gekocht. Der Riick- 
stand schied beim Aufnehmen mit Alkohol pektinartige Massen 
ab, von denen abfiltriert wurde. Nach beendeter Veresterung 
wurde der Alkohol im Vakuum bei einer 50° nicht iiberstei- 
genden Temperatur abdestilliert, der Riickstand mit Athe 
aufgenommen, die atherische Lésung mit konz. Pottaschelésung 
durchgeschiittelt, iiber Natriumsulfat getrocknet, der Ather ab- 
destilliert und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. Beim 
Durchschiitteln der iitherischen Esterlésung mit Pottasche- 
lésung firbte sich diese immer tief dunkel und es bildeten 
sich schwer absetzende Emulsionen. Bei der Behandlung des 
Riickstandes auf die eben geschilderte Weise schieden sich 
beim Aufnehmen mit Ather verhaltnismiBig groBe Mengen 
einer schwarzbraunen Schmiere ab und auBerdem firbte sich 
die Pottaschelésung besonders tief dunkel. 


Ester aus dem 1. Extrakt. 
Druck 13 mm. 


1 bie 497). ws ss RE, 
2. 497120 . . ss WSs. 
3. 129° os | 
‘sma .... RRS 


Im Kolben blieben 1,1 g einer dunklen zaihen Masse. 


Ester aus dem 2. Extrakt. 
Druck 11—12 mm. 
1. tis 126" |... we 8 8 ee. 
2. 196—198 . . £5 Re. 
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3. 128° Charan 
a 
B ee. Rw 


Im Kolben blieben 1,3 g einer dunklen zaihen Masse. 


Ester aus dem 3. Extrakt. 
Druck 13—14 mm. 


1 bi Oe. we OE 
a. 13ers tlle THOS 
mee ok. a 


Im Kolben blieben 1,4 g einer dunklen Masse. 


Ester aus dem 4. Extrakt. 
Druck 13—14 mm. 


1 Me ta. ek ee 
o: 10-50" acs ss BS 
8. 185—-150° . . .. . 20g. 


Im Kolben blieben 0,8 g eines dunkelbraunen Riickstandes. 


Ester aus dem Rickstande. 
Druck 12—13 mm. 
1, bie 187". 2.) 8S 
2. 127—185° . . . . . 40,0¢g. 
Im Kolben blieben 2,2 g einer dunkelbraunen zihen 
Masse. 
Die Fraktionen von gleichem Siedepunkt wurden vereinigt 
und weiter fraktioniert, wobei sich endgiiltig das folgende 
Bild ergab: 


Druck 12 mm. 


... Be Se soe 5,4 g. 
2. 125--128 .... . 268g. 
S. 1280—-%80° .... . 413 Og. 
2: eet. se 
5. 191—160° .-. . . 0,2 g. 
11... os 


Hydrazide aus Fraktion 1. Siedepunkt bis 125°. 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Bei Zugabe der ersten Tropfen Hydrazinhydrat trat 
ee geringfiigige Triibung auf, die aber bei weiterem Zusatz 
wieder verschwand; die Reaktionsmasse erwiirmte sich schwach, 
nach ?/, Stunde trat neuerdings Triibung auf, allmihlich setzten 
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sich die fiir Apfelsiuredihydrazid charakteristischen Warzcher; 
am Boden und an den Winden des Kélbchens ab und all- 
mahlich erstarrte das Ganze zu einem dicken Brei; nach 
24 Stunden wurde abgesaugt, mit wenig Alkohol gewaschen 
und getrocknet. Farblose Masse, die nicht ganz scharf bei 
166° schmolz, wihrend reines Apfelsiuredihydrazid den 
Schmelzpunkt 178—179° zeigt. In Mischung mit reinem 
Apfelsiuredihydrazid lag der Schmelzpunkt bei 170°; eine Er- 
niedrigung war also nicht eingetreten. Bei 300facher Ver- 
gréBerung war keine krystalline Struktur zu erkennen. Ks 
liegt also ein nicht ganz reines Apfelsiuredihydrazid vor. 
Ausbeute 1,40 g. Die Mutterlauge wurde 2 Stunden auf dem 
siedendem Wasserbade erhitzt; nach dem Abkiihlen schieden 
sich einige wenige Wiirzchen von Apfelsiiuredihydrazid ab, die 
abgesaugt wurden. Schmelzpunkt 176—178°% Ausbeute 0,02 ¢. 
Gesamtausbeute an Apfelsiuredihydrazid 1,42. Unter der An- 
nahme, daB in dem Hster reiner Apfelsiiureester vorliegt, be- 
trigt die Ausbeute 82°/, der berechneten. 

Die Mutterlauge von dem Apfelsiiuredihydrazid wurde 
eingedampft und der Riickstand zur Vertreibung des Hydr- 
azins lingere Zeit auf dem siedendem Wasserbade erhitzt; 
nach dem Erkalten wurde der braune glasige Riickstand mit 
25 ccm Wasser aufgenommen, mit einigen Tropfen verdiinnter 
Salzsiiure angesiuert und so lange tropfenweise Benzaldehyd 
unter kriftigem Umschiitteln hinzugefiigt, bis sein Geruch be- 
stehen blieb; verbraucht wurden 0,4 ccm. Die etwas schmie- 
rigen Hydrazone wurden nach mehrtagigem Stehen abgesaugt, 
getrocknet und zur Entfernung von etwas Benzaldazin mit 
Ather behandelt. Es wurden so 0,1 g eines graugelben Pulvers 
erhalten, welches nicht ganz scharf bei 173—175° schmoldz. 
Der Kérper liste sich in 7 ccm siedendem Alkohol; beim Er- 
kalten schieden sich geringe Mengen farbloser Krystallchen 
ab, die bei 200—202° schmolzen. Zur weiteren Reinigung 
reichte die Substanzmenge nicht aus; nach dem Siedepunkte 
der Esterfraktion und dem hohen Schmelzpunkt der Benzy- 
lidenverbindung lag vielleicht Dibenzylidenbernsteinsiuredihydr- 
azid vor. 
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Hydrazide aus Fraktion 2. Siedepunkt 125—129°. 


2,0 g Ester, 6,0 com absoluter Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Bei und sofort nach Zusatz des Hydrazinhydrates 
waren keine besonderen Erscheinungen zu bemerken; nach 
5 Minuten begannen sich die fiir Apfelsiiuredihydrazid charak- 
teristischen Wirzchen am Boden und an den Winden des 
Kélbchens abzuscheiden, bald erschienen kuglige Aggregate in 
der ganzen Fliissigkeit und nach '/, Stunde war das ganze zu 
einem dicken weifen Brei von porzellanartigem Aussehen er- 
starrt. Nach 24 Stunden wurde abgesaugt, mit Alkohol ge- 
waschen und getrocknet. WeiBes Pulver, welches den Schmelz- 
punkt 178—179° des Apfelsiuredihydrazids zeigte; in Mischung 
mit reinem Apfelsiuredihydrazid trat keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung ein; bei 300 facher VergréSerung war keine 
krystalline Struktur zu erkennen. Ausbeute 1,65 g. Das 
Filtrat wurde 2 Stunden zum Sieden erhitzt und die ab- 
geschiedenen wenigen farblosen Warzchen nach 24 Stunden 
abgesaugt. Schmelzpunkt 178—179°. Ausbeute 0,03 g. Ge- 
samtausbeute an Apfelsiuredihydrazid 1,68 g entsprechend 
98,5 °/, der berechneten. Das Filtrat wurde auf dem Wasser- 
bade eingedampft und laingere Zeit erhitzt. Es hinterblieb 
kein nennenswerter Riickstand. Fraktion 2 besteht also aus 
reinem Apfelsiiurediithylester. 


Hydrazide aus Fraktion 3. Siedepunkt 129—130”. 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,2 com Hydr- 
azinhydrat. Die Erscheinungen waren genau die gleichen wie 
bei der vorhergehenden Fraktion. Rein weiBes Pulver vom 
Schmelzpunkt 178—-179°; in Mischung mit reinem Apfelsiure- 
dihydrazid trat keine Schmelzpunktserniedrigung ein; bei 
300 facher VergréBerung war keine krystalline Struktur zu 
erkennen. Ausbeute 1,65 g, entsprechend 96°/, der berech- 
neten. Die Mutterlaugen hinterlieBen beim Eindampfen auf 
dem Wasserbade nur einen ganz geringfiigigen Riickstand. 
Fraktion 3 besteht also aus reinem Apfelsiurediithylester, 
worauf auch die Analyse des Esters selbst und die des Hydr- 
azids hinweist. 
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0,2235 g Substanz gaben 0,4153 g CO,, 0,1500 g H,0O. 


0,2370 g ” »  0,4397 g CO,, 0,1603 g H,0. 
C.H,,0, Ber. 50,51°/, C 7,42°/, H. 
Gef. 50,69 7,51 
50,60 1,57 
0,1995 g Substanz gaben 0,2150 g CO,, 0,1140 g H,0. 
0,1020 g¢ ; » 0,1105 g CO,, 0,0552 g H,0. 
0,1030 g " » 30,4 eem N (17°, 754 mm). 
0,1000 g - » 29,6 ecm N (169%, 755 mm). 
C,H, ,0,N, Ber. 29,68 °/, C 6,17°/, H 84,57 °/, N. 
Gef. 29,40 6,39 34,46 
29,55 6,05 34,73 


Hydrazide der Fraktion 4. Siedepunkt 130—131’., 


1,7 g Ester, 5,0 ccm absoluter Alkohol, 1,0 com Hydrazin- 
hydrat. Bei und sofort nach Zusatz des Hydrazinhydrates 
waren keine besonderen Erscheinungen zu bemerken; nach 
10 Minuten begannen sich die fiir Apfelsiuredihydrazid charak- 
teristischen Wirzchen abzuscheiden, jedoch nur am Boden 
und in den unteren Schichten der Fliissigkeit; nach 24 stiindigem 
Stehen war die Reaktionsmasse nur teilweise erstarrt; ab- 
gesaugt, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Schwach 
gelbliche brécklige Masse, die unter vorherigem Sintern bei 
175° schmolz. In Mischung mit reinem Apfelsiiuredihydrazid 
war keine Schmelzpunktserniedrigung zu bemerken; bei 300 facher 
VergréBerung war keine krysialline Struktur zu erkennen. Aus- 
beute 1,3 g. Das Filtrat wurde 2 Stunden auf dem siedenden 
Wasserbade erhitzt, die nach 12 stiindigem Stehen abgeschie- 
denen Warzchen abgesaugt und getrocknet. Schmelzpunkt 
178—179°; Ausbeute 0,1 g. Gesamtausbeute an Apfelsiure- 
dihydrazid 1,4 g entsprechend 96,6°/, der berechneten. Beim 
Kindampfen des Filtrats auf dem Wasserbade hinterblieb nur 
ein ganz geringer Riickstand. Fraktion 4 besteht also aus 
Apfelsiurediathylester. 


Hydrazide der Fraktion 5. Siedepunkt 131—160°. 


0,15. g¢ Ester, 0,5 ccm: absoluter Alkohol, 0,1 com Hydr- 
azinhydrat; bald nach der Mischung trat Triibung ein und bald 
setzten sich am Boden des Kélbchens die charakteristischen 
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Warzchen von Apfelsiuredihydrazid ab; nach 24 Stunden wurde 
abgesaugt und getrocknet; weiBes Pulver, welches unter vor- 
herigem Sintern bei 178—179° schmolz; in Mischung mit 
reinem Apfelsiuredihydrazid trat keine Schmelzpunktserniedri- 
gung ein; bei 300facher VergréBerung war keine krystalline 
Struktur zu erkennen. Ausbeute 0,11 g entsprechend 86 °/, 
der berechneten. 


Hydrazide der Fraktion 6. Siedepunkt 160—170°. 

1,1 g Ester, 3,5 com Hydrazinhydrat, 0,65 ccm Hydrazin- 
hydrat bei und sofort nach Zusatz des Hydrazinhydrats waren 
keine besonderen Erscheinungen zu bemerken; nach 5 Minuten 
triibte sich das Reaktionsgemenge; bald setzte sich die Triibung 
als klare schmierige Schicht zu Boden und gleichzeitig schieden 
sich am Boden und an den Wianden des Kélbchens Wiarzchen 
von Apfelsiuredihydrazid ab. Fraktion 6 dirfte im wesent- 
lichen aus Citronensiuretriithylester bestehen. 


Zusammenfassung. 


Die durch Bleiacetat fallbaren und durch Ather 
extrahierbaren Siuren der Vogelbeeren bestehen fast 
ausschlieBlich aus Apfelsiure; wahrscheinlich sind 
auch noch Spuren von Citronensiure und vielleicht 
auch solche von Bernsteinsaiure vorhanden. Das von 
Liebig behauptete Vorkommen erheblicher Mengen 
Weinsiure und Citronensiure in diesen Frichten ist 
nicht zutreffend. 

Die Arbeit wurde zum Teil mit Hilfe von Mitteln aus 
der Peter Landesmann-Stiftung ausgefiihrt; wir sagen dem 
Kuratorium der Stiftung auch an dieser Stelle unseren herz- 
hichsten Dank fiir die Gewahrung der Mittel. 








Uber die Bestimmung der Harnsdure in Gewebsausziigen. 
Von 


H. Steudel und K. Suzuki. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1922.) 





Die Methoden zur Bestimmung der Harnsiure sind durch 
die Arbeiten Folins um eine neue und elegante Methode be- 
reichert worden, die die Bestimmung selbst kleinster Mengen 
Harnsaure in Harn und Blut mit groBer Genauigkeit gestattet. 

Es lag nahe, diese Methode, die sich auf der Reduktion 
der Phosphorwolframsiure in alkalischer Lésung zu blau ge- 
firbten Verbindungen griindet, auch auf Organextrakte an- 
zuwenden und zu versuchen, das Schicksal der Purinkérper 
mit dieser bequemen Methode in den Gewebsausziigen niher 
zu verfolgen. Der eine von uns hat zu diesem Ende schon 
im Sommer 1914 Herrn Dr. Landmann’) veranlaBt, eine 
gréBere Versuchsreihe auszufiihren, die aus ‘uBeren Griinden 
damals abgebrochen werden muBte. 

Die Versuche sollten jetzt in derselben Richtung fort- 
gefiihrt werden; ehe wir jedoch die Methodik weiter benutzten, 
schien es uns wiinschenswert, sie auf ihre Zuverlassigkeit so 
zu priifen, da wir uns nicht auf die minimetrische Bestimmung 
der Harnsiure beschrinkten, sondern wir versuchten gleich- 
zeitig in einer gréBeren Menge Extrakt, in der die Harnsiure 
kolorimetrisch bestimmt worden war, sie auch prdparativ rein 
darzustellen, um so die gefundene Menge mit der kolorimetrisch 
bestimmten vergleichen zu kénnen. Es war ja immerhin még- 
lich, daB in den Gewebsausziigen noch andere Kérper auBer 
der Harnsiure vorhanden waren, die gleichfalls die Phosphor- 
wolframsiiure in alkalischer Lésung reduzierten und Harn- 
siure vortiuschten. 





1) Diese Zs. Bd. 92, S. 416 (1914). 
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Als Objekt fiir unsere Untersuchungen wihlten wir die 
Rindermilz, die ja in den Versuchen iiber die Bildung der 
Harnsiiure eine besonders bevorzugte Rolle spielt. 

5 kg frisch aus dem Schlachthause bezogener Rindermilz 
wurden rein prapariert, in der Fleischmiihle zerkleinert, mit 
5 Liter Wasser bei schwach essigsaurer Reaktion zum Sieden 
gebracht und heiB filtriert. Nach dem Auspressen und Aus- 
schleudern des Riickstandes wurden im ganzen 3450 ccm Filtrat 
erhalten. Der Riickstand wurde noch einmal mit 3 Liter 
Wasser ausgekocht, filtriert, ausgepreBt und ausgeschleudert. 
Dieses Mal wurden 3900 ccm Filtrat gewonnen. Da nun vor- 
geschlagen worden ist, im Blut sofort nach der EnteiweiBung 
ohne Silberfallung die Harnsiure colorimetrisch zu bestimmen), 
so haben wir in den Filtraten zunichst eine Bestimmung ohne 
Silberfallung und dann eine Bestimmung mit vorausgegangener 
Silberfallung angestellt. Ks wurden so folgende Werte erhalten: 


Im ersten Filtrat ohne Ag-Fillung . . 0,2811 g . 
. " » mit : . . 0,05893 | colorimetrisch 
, zweiten ,, ohne - . . 0,2249 auf Harnsiiure 
” ” » mit m . . 0,0400 bezogen 


Nunmehr wurden die beiden Filtrate jedes fiir “sich bei 
schwach essigsaurer Reaktion konzentriert, vom geringen Nieder- 
schlag, der keine Murexidprobe gab, abfiltriert, mit Ammoniak 
stark alkalisch gemacht und wieder filtriert. Auch dieser neue 
Niederschlag enthielt nach dem negativen Ausfall der Murexid- 
probe keine Harnsdure. Nunmehr wurde das letzte Filtrat 
mit ammoniakalischer Silberlésung ausgefallt, der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat bei schwach 
salzsaurer Reaktion eingeengt. So wurde ein Riickstand er- 
halten, der nach dem Waschen mit Alkohol, Ather und Schwefel- 
kohlenstoff vom ersten Filtrat 0,0762 g und vom zweiten Filtrat 
0,1174 g wog. Die Substanz war nun aber im Gegensatz zur 
Harnsiure in salzsiurehaltigem Wasser leicht léslich, zeigte 
auch nichts von den bekannten Krystallformen der Harnsiure. 
Sie gab zwar die Folinsche Harnsiurereaktion, auch fiel die 


1) Grigaut, C. R. soe. biol. Bd. 83, Nr. 28 (1920); Maase u. 
Zondeck, Miinch. med. Wochenschr. Bd. 62, S. 1110 (1915). 
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Murexidprobe positiv aus; desgleichen fiel aber auch die Diazo- 
reaktion in sodaalkalischer Loésung stark positiv aus. Wir 
haben auch den Stickstoffgehalt der Substanz nach Kjeldah| 
bestimmt und bei dem aus dem ersten Filtrat erhaltenen 
Produkt 32,44°/, N, bei dem aus dem zweiten Filtrat er- 
haltenen 27,44°/, N festgestellt. Versuchte man die Substanz 
nach Horbaczewski zu reinigen, indem man 0,1 g in 2 ccm 
konz. Schwefelsiure léste und dann in 8 ccm Wasser eintrug, 
so schied sich gar nichts wieder aus. 

In weiteren Versuchen haben wir das Produkt durch 
wiederholte Fallung mit ammoniakalischer Silberlésung und 
durch Fiallung mit Kupfersulfat und Natriumbisulfitlésung zu 
reinigen versucht, es ist uns aber niemals gelungen, Harnsiure 
mit Sicherheit nachzuweisen, trotzdem die Substanz die Folin- 
sche Reaktion gab. Es lag unzweifelhaft in unseren Versuchen 
ein bei den kleinen Mengen unentwirrbares Gemenge von 
Alloxurbasen vor. Da aber keine von diesen die Folinsche 
Reaktion gibt, so miissen daneben noch eine oder mehrere 
Substanzen vorhanden gewesen sein, die diese Reaktion gaben. 
Von diesen Substanzen sind nach unseren colorimetrischen 
Bestimmungen in dem urspriinglichen Gewebsauszuge noch viel 
mehr vorhanden, und nur ein kleiner Teil von ihnen geht in 
die Fallung mit ammoniakalischer Silberlésung cin. Um 
welche Kérper es sich hier handelt, laBt sich bei unserer 
mangelhaften Kenntnis der Extraktivstoffe der Organe iiber- 
haupt nur schwer sagen. Kiner Vermutung sind wir etwas 
niher nachgegangen. Man kann sich vorstellen, daB bei dem 
Aufkochen der Organextrakte zwecks EnteiweiBung das Eiweif 
selbst angegriffen wird und z. B. die Cystingruppe unter Bildung 
von Schwetelwasserstoff verindert wird. Solche Spaltungen 
sind ja z. B. beim Kochen von Hihnereiweif alltigliche Er- 
scheinungen. Schwefelwasserstoff reduziert aber nach Folin 
das Phosphorwolframsiurereagens sehr stark. Wir haben also 
Cystin mit Wasser aufgekocht und konnte in der Tat einen 
positiven Ausfall der Folinschen Reaktion beobachten, die 
noch stiirker wurde, wenn man das Cystin in sodaalkalischer 
Lésung kochte. Brachte man das Weibe eines Hiihnereies, 
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mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, bei schwach essig- 
saurer Reaktion durch Kochen zur Gerinnung, so gab nun auch 
das Filtrat eine positive Reaktion auf Harnsiure und zwar ent- 
sprach sie bei einem Ei etwa colorimetrisch 0,625 mg Harnsaure. 

Wir haben auf Grund dieser Uberlegungen bei den folgen- 
den Versuchen die Gewebsausziige mit wolframsaurem Natrium 
nach Folin?) enteiweiBt. Es wurden z. B. 2830 g¢ Milzbrei 
mit 2000 ccm Wasser verdiinnt und dann mit 2830 ccm 10°/, 
Lisung von wolframsaurem Natrium und 2830 ccm ?/, normal 
Schwefelsiure versetzt. Zu 5 Liter Filtrat wurden 4 Liter 
Folinscher Silberlaktatlésung zugefiigt, der Ag-Niederschlag 
abfiltriert, gewaschen und mit Salzsiiure zersetzt. Dann er- 
hielt man 0,2248 g eines Produktes, das 28,04°/, N bei der 
Bestimmung nach Kjeldahl lieferte und sich im ibrigen 
senau so verhielt wie der oben beschriebene Koérper. Die 
Murexidreaktion war vorhanden, desgleichen die Diazoreaktion, 
wahrend die Folinsche Reaktion nur .eben angedeutet war. 
Das urspriingliche Filtrat, nach Folin untersucht, ergab einen 
Farbenton, der 0,1132 g Harnsiure hitte entsprechen miissen. 

Ks miissen also auch, wenn man die EnteiweiBung durch 
Sieden vermeidet und in der Kilte das KiweiB entfernt, im 
Milzauszug Koérper vorhanden sein, die die Phosphorwolfram- 
siure in alkalischer Lésung reduzieren und so Harnsiure vor- 
tiuschen. Wir haben die von uns erhaltenen Produkte auf 
das sorgfiltigste mikroskopisch durchgemustert, aber niemals 
auch nur der Harnsiiure dhnliche Krystalle gefunden. Gegen 
die Gegenwart von Harnsiure spricht auch die leichte Lés- 
lichkeit unseres Kérpers in Salzsiiure und vor allem der stark 
positive Ausfall der Diazoreaktion. Ebensowenig ist der Aus- 
fall der Murexidprobe fiir Harnsiure beweisend, denn auch 
eine ganze Reihe anderer Kérper der Puringruppe geben solche 
Farbenreaktionen, besonders wenn sie vorher nicht sehr sorg- 
fiiltig chlorfrei gewaschen sind. 





1) Kine Beschreibung der Methode findet man in ,,Minimetrische 
Methoden der Blutuntersuchung“. Zusammengestellt von J. Mandel u. 
H.Steudel. Berlin und Leipzig 1921, Vereinigung wissenschaftlicher 
Verleger. 
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Geht man den Angaben iiber das Vorkommen der Harn- 
siure in Milzausziigen nach, so findet man als ersten, der 
diese Behauptung aufgestellt hat, Scherer.') Als einzige Be- 
griindung fiihrt er aber nur den positiven Ausfall der Murexid- 
probe seines mit Salzsiure gefillten Kérpers an und die Ahn- 
lichkeit der Krystalle mit manchen Formen der Harnsiiure. 
Nachdem er den Kérper mit Chlorammonium umgefallt hat 
— ein Verhalten, das er fiir ein Charakteristikum der Harn- 
siure ansieht —, sagt er’): ,Jch habe es fiir iberfliissig er- 
achtet, auch diese letztere (sc. Harnsiure) der Elementaranalyse 
zu unterwerfen, obschon ich die dazu ndtige Quantitit rein 
erhalten habe. Die charakteristische Reaktion derselben wurde 
mit dem durch Chlorammonium aus der kalischen Liésung er- 
haltenen Niederschlage so rein erhalten, daB ich es nicht fiir 
nétig hielt, sie vorzunehmen.“ Eine Stickstoffbestimmung wiirde 
ihm aber sofort gezeigt haben, daB er nicht Harnsiure, sondern 
in der Hauptsache wohl Guanin in Hinden gehabt hat. 

Es haben sich durch diese Angaben eine ganze Reihe 
von Nachuntersuchern beeinflussen lassen, die alle glaubten, 
Scherers Angaben bestitigen zu kénnen. Erst durch die 
griindlichen Untersuchungen von Stadthagen®) ist die Frage 
nach dem Vorkommen der Harnsiiure in der Milz endgiiltig 
geklart worden. Es waren mittlerweile durch die Kosselschen 
Untersuchungen unsere Kenntnisse der Alloxurbasen sehr viel 
. besser befestigt und bedeutend erweitert worden und die Be- 
funde Stadthagens ergaben, daB man aus normalen Organen 
gar keine Harnsiure erhalten konnte, daB das zum Schlub 
erhaltene Produkt ein Gemenge von Alloxurbasen war. Ks 
wurden z. B. gefunden ‘*): 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 73, S. 328 (1850). 

2) Ebenda S. 333. 

3) Virchows Archiv Bd. 109, S. 390 (1887). 

4) Die Zahlen fiir die Alloxurbasen sind sehr viel héher wie die 
von uns gefundenen. Das hat seinen Grund darin, daB St. die Organe 
vorher mit Schwefelsiiure gekocht hat. Er hat also auch die gebundenen 
Nucleinbasen mitbestimmt. Guanin und Adenin miissen dabei sekundiir 
verindert worden sein. 
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In normaler Leber In normaler Milz 
Harnsiure . . . . O Harnsiure . .. . 0 
Zeethin.... . . - O9006 Xanthin. . . . . 0,8105 
Hypoxanthin . . . 0,1540 Hypoxanthin . . . 0,3005 
a a ee Guanin . . . . . Spuren 
meee ec eS Se sve ot oe 


Ebenso konnte aus 6 kg trischen Milz- und Lebergewebe 
you Rindern gleich nach der Schlachtung keine Harnsiure 
sefunden werden. 

Unsere Versuche haben das gleiche Resultat ergeben. Es 
muB daraus gefolgert werden, daB die ausgezeichnete Methode 
Folins, die so schéne Resultate bei der Untersuchung des 
Harns und des Blutes gibt, nicht ohne weiteres auf andere 
Flissigkeiten iibertragen werden darf. Will man bei der 
Analyse unbekannter Gewebsausziige sicher gehen, so muB 
man vor Anwendung der Folinschen Methode sich iiberzeugen, 
daB die Reduktion der Phosphorwolframsiure auch tatsichlich 
nur von Harnsiure und von keinem anderen Koérper hervor- 
gerufen wird und man hat durch einen praparativen Versuch 
die Harnsiure quantitativ zu isolieren und ihre Menge mit 
der colorimetrisch gefundenen zu vergleichen. 

Um etwaigen Mifverstiindnissen vorzubeugen, erwihnen 
wir zum SchluB noch einmal ausdriicklich, daB es sich bei 
unseren Untersuchungen um den Nachweis der Harnsiure in 
‘rischen Milzausziigen von Rindern gehandelt hat. DaB in 
diesen Ausziigen Fermente vorhanden sind, die die primir 
vorhandenen Nucleinbasen Guanin und Adenin, besonders bei 
Durchliftung der Extrakte, in Xanthin und Hypoxanthin und 
endlich in Harnsiiure verwandeln, ist ja durch die Arbeiten 
Schittenhelms geniigend bekannt. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln ausgefiihrt, fiir deren 
Gewihrung wir dem Kuratorium der Grifin Bosestiftung zu 
bestem Dank verpflichtet sind. 
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Photographische Konzentrationsbestimmung 
einer Farbstofflésung. 
Von 
W. R. Hess. 





(Aus dem Physiologischen Institut Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1922.) 


In einer friiheren’) und einer nachstehenden Arbeit?) ist 
iiber Untersuchungen berichtet, bei welchen ein neues colori- 
metrisches Verfahren zur Anwendung kam. Ich habe an jener 
Stelle auf die Erlauterungen durch eine besondere Publikation 
verwiesen, weil die Methode geeignet ist, auch anderen Zwecken 
als den Untersuchungen, fiir welche ich sie speziell ausgearbeitet 
habe, zu dienen. Bei diesem kam es darauf an, den Grad 
der Gelbfairbung einer Lésung méglichst genau aber doch ohne 
Umstindlichkeit festzustellen. 

Unser Auge ist in der Intensititsbewertung von Gelb sehr 
unempfindlich. Es steht in diesem Punkte im Gegensatz zur 
photographischen Platte, fiir welche Gelb einen sehr hohen 
Extinktionswert besitzt. Die Heranziehung der photographischen 
Registrierung zur Konzentrationsbestimmung des Farbstoffs 
bedeutet in der genannten Verwendung deshalb eine bedeutende 
Steigerung der Empfindlichkeit. 

Ks kommen weitere Vorteile hinzu, durch welche die 
photographische ,,Kolorimetrie“ gegeniiber der direkt getibten 
sich auszeichnet: man gelangt in den Besitz von Belegen, 





1) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Diese 
Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 

*) W. R. Hess u. N. Messerle, Untersuchungen iiber die Gewebe- 
atmung bei Avitaminose. Diese Zs. Bd. 119, S. 176 (1922). 
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welche sich jederzeit nachkontrollieren lassen. Im weiteren 
ist es mdglich, die Taxierung der Farbungsintensitaét auf einen 
durch keine subjektive Komponente gestérten Indicator ab- 
zustellen. 

Die Apparatur besteht aus einer Skala mit iibereinander 
liegenden Feldern von abgestufter Helligkeit; das unterste 
Feld ist wei8, das oberste dem speziellen Zweck angepabt 
mehr oder weniger dunkel. Hohe des einzelnen Feldes be- 
trigt 2,5 mm, die Breite ungefahr das 3 fache. 

Die Herstellung der Skala geschieht selbst auf photo- 
graphischem Wege durch abgestufte Exposition von sehr diinnem, 
matten Kopierpapier. Nach der Verarbeitung wird es auf eine 
Glasplatte aufgezogen. Mitten durch die Skala wird: eine 
25mm breite Liicke aus dem Papier ausgeschnitten. Der 
Spalt, in dessen Bereich die Glasunterlage freigelegt ist, durch- 
schneidet alle Felder senkrecht. Auf das Glas aufgetragene 
Querlinien gliedern ihn entsprechend der Felderung. Dicht 
hinter der streifenférmigen Liicke ist ein Glasréhrchen von 
etwas iiber Skalenhéhe und 12 mm Durchmesser. Es dient 
zur Aufnahme der auf den Fiarbeindex zu untersuchenden 
Fliissigkeit. Dahinter, im Abstand von 20 cm, befindet sich 
schlieBlich ein weifer Karton als Hintergrund. Die auf- 
gefihrten MaBe entsprechen der speziellen Ausfiihrung des 
von mir verwendeten Apparates. Sie kénnen je nach den zu 
untersuchenden Flissigkeitsmengen auch gréBer oder noch 
kleiner gewihlt werden. 

Zur Untersuchung werden die Skala und der durch die 
spalttoérmige Liicke sichtbare Teil des Glasréhrchens photo- 
graphiert. Die Belichtung erfolgt entweder durch Abbrennen 
eines Stiickchens Magnesiumband oder durch eine hell brennende 
elektrische Lampe. Die Dauer der Exposition und die Stirke 
der Entwicklung ist fiir das Messungsresultat irrelevant, sofern 
iberhaupt ein brauchbares Bild zustande kommt. Dagegen 
miissen Lichtquelle und Hintergrund in fester Orientierung 
zur Skala stehen. 

Das Ablesen der Werte geschieht nach erfolgter Entwicklung 
in folgender Weise: Wir nehmen als Beispiel an, daB sich im 
12* 
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Roéhrchen eine Fliissigkeit von mittlerem Farbeindex befunden 
hat. Die spaltférmige Liicke wird dann im Bereiche der 
hellen Skalenfelder dunkel erscheinen, da das Licht, welches 
vom weiBen Hintergrund durch Flissigkeit und Spaltliicke auf 
die photographische Platte gelangt, zum Teil in der dazwischen 
geschalteten Fliissigkeit absorbiert wird. Im Gegensatz dazu 
hebt sich die Spaltliicke im dunkeln Teil der Skala hell ab, 
weil die Fliissigkeit nicht soviel Licht absorbiert wie das ge- 
schwirzte Papier der oberen Skalenfelder. Unter den mittleren 
Skalenfeldern findet sich eines, in dessen Bereich der vom 
Papier frei gelassene Spalt weder dunkel noch hell kontrastiert. 
Es erscheint dieses Feld iiberhaupt nicht wie die iibrigen von 
einem vertikalen Streifen durchschnitten, weil das durch den 
Spalt tretende Licht auf die photographische Platte genau 
gleich stark wirkt, wie das vom geténten Papier des fraglichen 
Feldes reflektierte Licht. Eine vom hellsten zum dunkelsten 
Feld aufsteigende Numerierung gestattet, dieses ,,Indifferenz- 
feld“ durch eine Zahl zu bezeichnen. Der Zahl kommt die 
Bedeutung eines in relativem MaB gemessenen Extinktions- 
wertes zu. Durch Eichung z. B. mit Pikrinsiurelésung in ab- 
gestufter Konzentration lassen sich aus den Extinktionswerten 
die Konzentrationswerte ausrechnen. Mit dieser Eichung kann, 
ebenfalls auf empirischer Basis, die Reduktion auf absolute 
Farbstoffkonzentrationswerte verbunden sein. 

Die Ausfihrung des Apparates, welcher fiir meine Zwecke 
im Gebrauch steht, weist 30 Skalenfelder auf, welche man bei 
einiger Ubung noch gut zu differenzieren vermag. Die be- 
schriebene Anordnung befindet sich 6mal nebeneinander zu 
einem Apparat zusammengeschlossen. Es kénnen somit 
sechs Lésungen durch eine einzelne Exposition kentrolliert 
werden. Die photographische Aufnahme erfolgt auf einen 
Kinofilmstreifen, welcher durch Kurbeldrehung von Aufnahme 
zu Aufnahme um ein Bild verschoben wird. Die Entwicklung 
geschieht nach Bedarf, d. h. wenn einzelne Versuchsserien ab- 
geschlossen sind. Bei einmaliger Entwicklung bekommt man 
so ohne grobe Umstindlichkeit 20 bis mehrere 100 Einzel- 
bestimmungen. Dementsprechend ist die Methode von be- 
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sonderen Vorteilen, wo es sich um Serienuntersuchungen 
handelt. 

Fir die Genauigkeit der Ablesung erweist es sich von 
groBem Vorteil, daB sich Fliissigkeit und Skala unter allen 
Umstinden im gleichen Farbton — nimlich im Grau des 
photographischen Negativs — darbieten, daB ferner Skala und 
Flissigkeit in eine und dieselbe Ebene projiziert sind. Da 
eine Niveaudifferenz zwischen Fliissigkeit und Vergleichsfeld 
wegfillt, bleibt als einziges Merkmal die Ubereinstimmung im 
Extinktionswert, objektiv gekennzeichnet durch das Fehlen 
des alle iibrigen Felder durchschneidenden vertikalen Streifens. 

Das beschriebene Verfahren kann natiirlich fiir die ver- 
schiedensten Farbstoffe verwendet werden. Besonders geeignet 
ist es fiir solche, deren Absorptionsgebiet in der linken Hilfte 
des Spektrums liegt. Im Prinzip ist aber die Methode nicht 
an den sichtbaren Teil des Spektrums gebunden. MHingegen 
muB darauf geachtet werden, da alle Aufnahmen, welche 
unter sich in Vergleich gesetzt werden, mit derselben Platten-, 
Film- oder Papierqualitit erfolgen. 








Untersuchungen iiber die Gewebeatmung bei Avitaminose. 
Von 


W. R. Hess und N. Messerle. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1922.) 


In einer friitheren Arbeit hat der eine von uns!) iiber 
Untersuchungen berichtet, welche das Wesen der Avitaminose 
im Falle der Vogelberiberi dahin aufklaren, daB die zur Be- 
obachtung gelangenden Symptome auf eine Oxydationsin- 
suffizienz der Gewebe zuriickzufiihren sind. Im speziellen 
wird dabei noch hervorgehoben, daB die Symptome, welche der 
Avitaminose gegeniiber dem Hungerzustand eigentiimlich sind, 
weniger auf die Verminderung der Oxydationsprozesse als 
solche zu beziehen sind als auf eine Koordinationsstérung im 
Ineinandergreifen der einzelnen Phasen der oxydativen Dis- 
similationsvorginge. Der Angriffspunkt ist dabei in die Phase 
der Sauerstoffiibertragung zu legen als Folge einer Verarmung 
des Organismus an dem in dieser Funktion titigen Biokata- 
lysator. 

Zu den Tatsachen, welche die Begriindung zu vorstehender 
Auffassung geben, gehért u. a. der Nachweis, daB die ver- 
schiedensten Gewebe von Avitaminosetauben auch in vitro eine 
ausgesprochene Insuffizienz der Atmung erkennen lassen, Es 
wurde dies an Tauben nachgewiesen fiir Niere, Herzmuskel, 
Brustmuskel, Schenkelmuskel, in geringerem MaBe auch fiir 
Pankreas. Obgleich die Entscheidung betreffend die Berech- 





1) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus, Diese Zs. 
Bd. 117, S. 284 (1921). 
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tigang der oben referierten Auffassung beim Nachweis liegt, 
daB eine akute Hemmung der Oxydationsvorgiinge in vivo 
durch subletale Blausiurevergiftung in allen Einzelheiten 
die Symptome der Avitaminose reproduziert, kommt 
dem Versuch in vitro doch gewichtige Bedeutung zu. 

Die Befunde, tiber welche in der zitierten Arbeit zum 
letzteren Thema berichtet ist, sind so weit eindeutig, als es 
sich um Durchschnittswerte handelt. In bezug auf Einzeldaten 
befriedigen die Versuche aber nicht vollstindig. Es gibt solche, 
die aus der Rolle fallen, sei es, daB eine der verschiedenen 
untersuchten Gewebearten fiir ein Avitaminosetier mit einem 
so hohen Atmungswert befunden wird, wie wir ihn sonst nur 
beim entsprechenden Gewebe des Gesundtieres treffen, oder 
daB gelegentlich vom Gesundtier ein so niedriger Wert erhalten 
wird, wie er sonst fiir das Avitaminosetier charakteristisch ist. 

Fiir unsere dargelegte Auffassung ist es natiirlich sehr 
wesentlich, zu erfahren, ob es sich bei diesen stérenden Be- 
funden um Untersuchungsfehler handelt, oder ob sie als den 
in vivo geltenden Verhiltnissen entsprechend angesehen werden 
miissen. Dies letztere ist schon deshalb die unwahrscheinlichere 
Interpretation, als Abderhalden?) und Mitarbeiter, wie aus 
neuesten Publikationen hervorgeht, auf Grund einer andern 
Methode ebenfalls die Konstatierung einer herabgesetzten In- 
vitroatmung gemacht haben. Die genannten Autoren be- 
stimmen den Verbrauch an gasformigem Sauerstoff durch das 
iiberlebende Gewebe. 

Wie bei den zitierten Untersuchungen von W, R. Hess 
arbeiteten wir auch jetzt zum Nachweis der Atmungsintensitit 
wieder mit der von Lipschitz entdeckten und in ihrer all- 
gemeinen Bedeutung erkannten Dinitrobenzolmethode. Ihr 
Prinzip beruht auf der T'atsache, daB infolge der Sauerstoff- 
zehrung des Gewebes ein Teil des im m-Dinitrobenzol gebun- 
denen Sauerstoffes abgespalten wird, wobei m-Nitrophenylhydr- 
oxylamin entsteht. Diese Substanz verrat ihre Gegenwart durch 


1) E. Abderhalden u. L. Schmidt, Pfligers Arch, Bd. 185, S. 141 
(1920); E. Abderhaldenu. E. Wertheimer, ebenda Bd. 192, S. 174 (1921). 
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Gelbfarbung des Reaktionsmilieus. Zur weiteren Orientierung 
verweise ich auf die Arbeiten von W. Lipschitz) und soweit 
es sich um Abweichung in der speziellen Ausgestaltung der 
Methodik handelt, auf die Ausfiihrungen von W. R. Hess.) 

Es war das Ziel dieser neuen Versuche, die friheren Re- 
sultate mit verbesserter Methodik zu iiberprifen. Wie 
gewiB von den meisten Untersuchern, welche die Atmung von 
Gewebe in vitro kontrollierten, wurde der Mangel empfunden, 
daB man fir den Grad der Zerkleinerung des zur Atmung 
angesetzten Gewebes kein exaktes MaB besitzt. Man kann 
zwar beim Zerschneiden mit der Schere verschiedene Feinheits- 
grade herstellen. Durch Ubung kommt man dazu, eine gewisse 
GleichmaiBigkeit zu erlangen; es bleibt aber doch eine unkon- 
trollierte Spielbreite fiir UnregelmaBigkeit. Um in dieser Be- 
ziehung sicher zu gehen, konstruierten wir eine besondere 
Schneidemaschine. 

Diese besteht aus einer drehbaren Messingscheibe, in welcher in 
symmetrischer Anordnung zwei rechteckige Liicken radiir geschnitten 
sind. An je einer Lingskante sind Stahlmesserchen eingelassen, so dab 
deren Schneide eine Seite der rechteckigen Liicke bildet. Uber der 
Scheibe, welche um eine vertikale Achse drehbar ist, ist ein Metall- 
gehiiuse so angeordnet, daB dessen untere Offnung durch die Scheibe 
abgeschlossen wird. Beim Gebrauch wird das zu zerschneidende Ge- 
webe von oben ins Gehiiuse gebracht und durch einen Stempel gegen 
die in Rotation versetzte Scheibe gepreBt. Die Liicken in der Scheibe 
lassen, wenn sie unter dem Gehiuse vorbeigehen, die Masse in einer 
regulierbaren Quantitiit aus dem Gehiiuse heraustreten; die Messerchen 
schneiden, weil die Scheibe rotiert, sofort die hervorgetretene Masse ab. 
Der Antrieb der Schneidemaschine erfolgt mit Ubersetzung von Hand. 
Die Zerkleinerung von 1 g Gewebe ist nach Einfiillen ins Gehiuse in 
wenigen Sekunden zu Ende gefihrt. Unregelmibigkeit in der Korn- 
gréBe des zerschnittenen Gewebes ist auch bei dieser maschinellen 
Methode nicht ganz zu vermeiden. Sicher ist aber der Maschinenschnitt 
in Erfiillung der Forderung nach Konstanz des Zerkleinerungsgrades 








*) W. Lipschitz, Mechanismus der Giftwirkung aromatischer Nitro- 
verbindungen, Diese Zs. Bd. 109, 8S. 189 (1920); W. Lipschitz u. 
A. Gottschalk, Die Reduktion der aromatischen Nitrogruppe als In- 
dikator von Teilvorgiingen der Atmung und der Girung, Pfliigers Arch. 
Bd. 191, S. 1—82 (1921). 

2) W. R. Hess, a.a. O. S. 1. 
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dem Handschnitt bedeutend iiberlegen. Zudem liegt in der raschen 
Arbeit ein groBer Vorteil, besonders wenn mehrere Organe zugleich 
untersucht werden. 


Der zweite Punkt, dem erhéhte Aufmerksamkeit geschenkt 
wurde, war die restlose Beseitigung der Triibung, welche in 
unseren friiheren Versuchen die colorimetrische Konzentrations- 
bestimmung des Farbstoffs gelegentlich stérte. Wenn auch 
seinerzeit stiirkere Triibung ein Grund war, die Probe ganz 
auszuschalten, so blieb doch in der Beurteilung des Triibungs- 
grades, welcher zur Ausschaltung Veranlassung gab, eine sub- 
jektive Komponente. Die einzige Korrekturméglichkeit bietet 
hier die Ausarbeitung der Methodik, dahingehend, da8 unter 
allen Umstinden eine klare Kontrollfliissigkeit erreicht 
wird. Von den Klirungsversuchen mit Kaolin, Zusatz von 
Kieralbumin mit nachfolgender Fallung durch Erhitzen, Zusatz 
von Phosphorwolframsiiure bewahrte sich das letztgenannte 
Vorgehen am besten. Es geniigen 2—3 Tropfen einer 25°/, igen 
Liésung zu den 10 ccm Reagierfliissigkeit zugesetzt. Es nimmt 
die dem geschnittenen Gewebe zugesetzte Ringerlésung immer 
so viel Kiwei8 auf, daB ein guter Niederschlag entsteht, der 
leicht abzentrifugiert werden kann und der dabei die allfillig 
schon vor der Fillung triibenden Partikelchen mit sich reiBt. 
Simtiiche Versuche, iiber welche nachstehend berichtet wird, 
sind mit dieser Phosphorwolframsiureklarung erhalten worden. 
DaB vom gelésten Farbstoff nichts mitgerissen wird, erhellt 
daraus, da8 der Niederschlag vollstindig ungefairbt ist. Beim 
Ausschiitteln mit destilliertem Wasser gibt er dementsprechend 
keine Spur von Farbstoff ab. SchlieSlich wurden noch Kon- 
trollversuche mit Lésungen angestellt, die schon ohne Phos- 
phorwolframsiiure klar waren. Diese zeigten in der vor und 
nach der Fiallung colorimetrisch festgestellten Farbstoffkon- 
zentration keine merklichen Differenzen. Analoge Vergleiche 
mit Lésungen, welche vor der Fiallung leicht trib waren, er- 
gaben gelegentlich doch ziemlich erhebliche Unterschiede. In- 
folgedessen ist bei allen Proben das angegebene Klarungsver- 
fahren angewendet worden. Die zur Verarbeitung kommen- 
den Tiere wurden vor der Tétung 2 Tage auf Hunger ge- 
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halten. Man vermeidet so Stérungen in der Klarung verursacht 
durch Glykogen. 

Wie aus einer eben erschienenen Publikation von Lip- 
schitz!) hervorgeht, ist auch dieser Autor zur Klarung der 
Proben iibergegangen. Er setzt zu diesem Zwecke der auf die 
Farbung zu priifenden Lésung das gleiche Volumen 95°/, igen 
Alkohol zu. Natiirlich erhalt man hier eine Verdiinnung des 
Farbstofis; aber bei exakter Abmessung des Zusatzes wird 
dadurch die Vergleichsméglichkeit der einzelnen Proben natur- 
gemah nicht gestért. 

Als eine dritte MaBnahme zur Erzielung exakter Resultate 
befreiten wir die zur Atmung angesetzten Proben von Sauer- 
stoff, indem wir die Luft durch Ausblasen mit Stickstoff ver- 
dringten. Kontrollen ergaben ganz in Ubereinstimmung mit 
den Befunden von Lipschitz, da freier Sauerstoff stirt, 
hauptsichlich dadurch, daB er zum Teil die Atmung speist. 
Dieser Anteil entzieht sich bei Verwendung des Reduktions- 
produkts (Nitrophenylhydroxylamin) als Atmungsindikator natiir- 
lich der Kontrolle. 

Kine besondere Aufmerksamkeit wurde schlieBlich noch 
der Reaktion des Milieus geschenkt. Der Ringerstammlésung 
wurde, wie friiher, zur Stabilisierung NaHCO, zugesetzt. Die 
Bicarbonatlésung als Zusatzflissigkeit wurde fiir jeden Versuch 
in einer Konzentration von ?/, Mol frisch zubereitet. Wir halten 
diese Stabilisierung des Reaktionsmilieus fiir wichtig. Die in 
Tab. 1 dargestellten Vergleichsversuche zwischen den mit und 
ohne Pufferung erhaltenen Werten zeigen eine bedeutende 
Differenz der Resultate. 

Zweifellos gewinnt die Pufferung des Systems dadurcli 
EinfluB auf die Atmung, daB sich im zerschnittenen Gewebe 
Saure anhiuft. Eine Reaktionsverschiebung nach der sauren 
Seite hemmt die Atmung. Die Untersuchungen von Meyerhof?) 
haben uns gezeigt, daB sich die Verkopplung von Atmung und 
Saurebildung teilweise lésen kann. Daraus folgt, da sich ver- 


1) W. Lipschitz u. A. Gottschalk, a.a. 0. 8. 3. 
*) O. Meyerhof, Uber die Energieumwandlung im Muskel, Pfliiger = 
Arch. Bd. 182, S, 232, 280 (1920). 
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Tabelle 1. 


Einflu8 von Puffersubstanz auf Atmungsintensitit. 
Versuche mit Lebergewebe. 


a = Ringerlésung mit 0,2°/, Natr. bicarb. 
b = Ringerlésung ohne Puffersubstanz. 


Gesunde Tauben (ausgewachsen). 


Schnittdicke 0,5 mm. 





| a | » 


Nr. 18 24.90 

Nr. 30 10,10 3,20 

Nr. 31 26,60 6,25 
Mittel | 20,80 | 5,58 


Schnittdicke 0,2 mm. 





| « | » 


Nr. 28 7,30 8,85 
Nr. 26 3,20 2,55 
Nr. 25 5,35 3,20 

Mittel 5,28 | 3,20 


Beriberi-Tauben (ausgewachsen). 
Schnittdicke 0,5 mm. 








Nr. 19 4,55 2,08 
Nr. 22 6,25 3,20 
Nr. 20 3,20 1,35 

Mittel | 4,66 | 2.21 





Schnittdicke 0,2 mm. 





RS &. 
Nr. 24 2,55 1,00 
Nr. 29 3,20 1,35 
Nr. 27 2,55 1,35 
Mittel | 2.76 1,23 


Gesunde junge Tauben. 
Schnittdicke 0,5 mm. 














| a | b 
Nr. 21 11,75 7,30 
Nr. 28 10,10 5,35 
Mittel | 10,92 | 6,82 


schiedene Gewebeproben unabhingig von ihrem Atmungsver- 
mégen in bezug auf Saurebildung sehr verschieden verhalten 
kénnen, wodurch das klare Bild betreffend Atmungsintensitat 
verschleiert wird. Durch die Pufferung wird die Reaktions- 
verschiebung im Verlaufe des Versuchs, und dementsprechend 
auch die Riickwirkung auf die Atmungsintensitét gemildert. 
Ks sind zurzeit besondere Versuche im Gange, welche die Be- 


deutung der Reaktion des Milieus, 


der Menge und Art der 


Puffersubstanz weiter aufklaren sollen. 


Abgesehen von den in vorstehendem speziell diskutierten 





182 W.R. Hess und N. Messerle, 


Punkten war das Verfahren, durch welches die Atmungsinten- 
sitat festgestellt wurde, mit dem in der friiheren Arbeit von 
W. R. Hess angewendeten identisch. Erwiihnt sei nur noch, 
daB dem Alter der verarbeiteten Tiere friiher keine, wohl aber 
jetzt Beachtung geschenkt wurde. DaB dies begriindet ist, 
geht aus den spiiter aufgefiihrten Befunden hervor. 


Der Fiarbeindex der Lésung wurde mit dem gleichen Ver- 
fahren wie bei den zitierten Untersuchungen von W. R. Hess 
festgestellt. Wir verweisen auf die gleichzeitig mit dieser Arbeit 
erscheinende Publikation.') 


Resultate. 


Die Resultate unserer Untersuchungen sind in Tab. 2 
niedergelegt. Das Gewebe wurde auf zwei verschiedene Grade 
von Feinheit geschnitten, niimlich auf eine mittlere Schnitt- 
dicke von 0,5 mm und auf 0,2mm. Mit beiden Zerkleinerungs- 
graden wurden je drei Avitaminosetiere und drei Gesundtiere 
verarbeitet. 


Die Parallelfiihrung der Versuchsserien soll die Bedeutung 
des Feinheitsgrades im Gewebeschnitt aufdecken und erkennen 
lassen, ob die Differenz zwischen Gesund- und Avitaminose- 
gewebe im einen oder andern Fall mehr oder weniger stark 
zum Ausdruck kommt. 


Als Gewebe wurde Niere, Leber, Gehirn, Herz und Pankreas 
ausgewahlt. Letzteres wurde in der Menge von 0,5 g angesetzt, 
die iibrigen Gewebe in der Menge von 1g. Die Muskulatur 
lieBen wir diesmal weg. Pankreasgewebe priiften wir speziell 
mit Riicksicht darauf, daB den Atmungsversuchen Unter- 
suchungen iiber den Gehalt an diastatischem Ferment parallel 
gefiihrt wurden, Versuche, iiber welche spiater E. Rothlin be- 
richten wird. 

Die in den Tabellen aufgefiihrten Zahlen haben die Be- 
deutung von relativen Konzentrationswerten. Der Grad 





1) W. R. Hess, Photographische Konzentrationsbestimmung einer 
Farbstofflésung, Diese Zs. Bd. 119, S. 172 (1922). 








Untersuchungen iiber die Gewebeatmung bei Avitaminose. 183 























der Gelbfirbung ist fiir alle Falle mit derselben im iibrigen 
willkirlich gewihlten Einheit gemessen, wie dies aus der Be- 
schreibung des von uns verwendeten Colorimeters hervorgeht. 
In einzelnen Fallen war der Fiarbeindex so hoch, da8 die 
Vergleichsskala nicht ausreichte. Wo dies der Fall war, ist 
das Zeichen > vor die héchste Skalenzahl gesetzt. 


Tabelle 2. 


Atmungsintensitat verschiedener Gewebe von gesunden 
Tauben und von beriberikranken Tauben. 


a) Schnittdicke 0,2 mm. 





| N. | Le. 





G. | i. | P. 


Gesund 











Nr. 28 24,20 7,30 6,25 8,85 2,08 
Nr. 26 17,75 3,20 8,85 1,60 2,55 
Nr. 25 11,75 5,35 2,55 1,35 1,35 
Mittel 17,90 5,28 4,21 2,26 1,98 
Krank 
Nr. 24 7,30 2,55 3,20 2,80 0,80 
Nr. 29 6,25 3,20 2,08 1,00 1,00 
Nr. 27 5,35 2,55 2,55 1,00 0,80 
Mittel 6,30 2,76 2,61 1,60 0,86 











N.= Niere 1g, Le. = Leber 1g, G.=Gehirn 1g, H. = Herz 1 g, 
P. = Pankreas 0,5 g. 


Alle Tauben waren gut ausgewachsen. 





b) Sehnittdicke 0,5 mm. 





| N. | Le. | G. i. P. 
Gesund 
Nr. 18 > 31,3 24,20 15,50 5,35 1,00 
Nr. 30 15,55 | 10,10 10,10 2,85 1,35 
Nr. 31 > 31,3 26,60 21,85 5,35 1,35 
20,30 
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N. Le. G. H. P. 

emer eneenirCE arena re SN Sp — 
Nr. 19 17,75 4,55 3,20 1,35 1,00 
Nr. 22 8,55 6,25 3,85 1,35 1,35 
Nr. 20 3,20 3,20 1,35 1,00 0,35 

Mittel 9,83 4,66 2,80 1,23 0,90 

ec) Gesunde junge Tauben, Schnittdicke 0,5 mm. 

Nr. 21 > 31,3 11,75 3.85 3,20 1,00 
Nr. 28 15,55 10,10 7,30 8,55 1,60 

Mittel > 23,42 10,92 5,57 5,87 1,30 


Aus den aufgefiihrten Tabellen geht noch markanter als 
aus den friiher publizierten Versuchen die Gegensitzlichkeit 
im Verhalten des Gesundgewebes und des Avitaminosegewebes 
hervor. Die gréSere Prignanz miissen wir wohl zum guten 
Teil darauf zuriickfiihren, dab wir hier unter Sauerstoffabschlub 
gearbeitet haben. 

Wir erkennen ferner, dai die Gegensitzlichkeit sowohl 
bei feinen, als auch bei gréberen Schnitten zum Ausdruck 
kommt. Sie ist fiir die meisten Gewebe bei gréberem 
Schnitt bedeutend stirker ausgepragt. Es geht dies 
besonders deutlich aus der Zusammenstellung in Tabelle 3 
hervor. Diese gibt an, auf wieviel Prozent durchschnittlich 
die Atmung des Avitaminosegewebes, auf den fiir Gesund- 
gewebe festgestellten Durchschnittswert bezogen, reduziert. ist. 


Tabelle 3. 
Herabsetzung der Invitroatmung verschiedener Gewebe von _beriberi- 
kranken Tauben. Die Zahlen sind auf die mittlere AtmungsgréBe der 
entsprechenden Gesundgewebe bezogen, letztere zu 100 °/, angenommen. 





N. Le. G. H. ¥. 











Schnittdicke 0,5 37,4 Jo 22.9 %/, 








17,7 %o 27,2 9 73,1 "lo 

















: 02 | 35,4 52,2 61,9 60,4 43,4 
Atmungsintensitat von Geweben gesunder junger Tauben auf gleichartige 
Gewebe alter Tauben bezogen. 

Schnittdicke 0,5 | 39,9°, | 53,5°%, | 36,3°/, | 129,7°/, | 105,6°, 
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Die Tabelle zeigt uns auch, daB die Hemmung prozentual 
bei Leber und Gehirn am stiarksten, bei Pankreas am ge- 
ringsten ist. Niere und Herz ordnen sich zwischen die vorher 
genannten Organe ein; der Gegensatz zwischen Gesund- und 
Kranktier ist aber auch hier sehr groB. Die Streuung der 
Kinzeldaten um den zugehérenden Mittelwert ist gegeniiber 
den friiheren Versuchen wesentlich geringer. Es bleiben aber, 
quantitativ bewertet, immer noch erhebliche Unterschiede be- 
stehen, auch zwischen den gleichartigen Geweben der Gesund- 
tiere. Weitere Versuche miissen hier Aufklirung bringen, ob 
es sich um einen bis jetzt nicht oder nicht geniigend be- 
achteten Versuchsfaktor handelt, oder ob die Unterschiede als 
auch in vivo vorhanden angenommen werden miissen. Da8 in 
dieser Richtung nicht unerhebliche Differenzen bestehen, zeigen 
zwei orientierende Untersuchungen an sehr jungen d.h. 1 bis 
3 Monate alten Tauben {(vgl. Tabelle 3 unten). Dabei kon- 
statieren wir die Tatsache, daB die Jungtiere auffallend niedrige 
Werte liefern, besonders fiir Leber und Gehirn. Diese Fest- 
stellung gibt die Erklirung fiir die Erfahrung, daB Jungtiere 
auf Avitaminoseregime besonders empfindlich sind. Sie ist 
weiter in Ubereinstimmung mit der in der letzten Arbeit her- 
vorgehobenen héheren Empfindlichkeit der Jungtiere auf Blau- 
siure! 

In methodischer Hinsicht stellen wir das Resultat fest, 
da der Grad der Zerkleinerung des Gewebes zweifellos sehr 
wichtig ist. Die Mittelwerte der Gesundtauben betragen bei 
Schnittdicke von 0,5 mm fiir einzelne Gewebearten ein Viel- 
faches von den Werten, welche mit Schnittdicke 0,2 mm er- 
zielt werden. Der Gegensatz ist auch hierin fiir Leber und 
(Gehirn am meisten ausgepriigt, also fiir Gewebearten, welche 
leicht zermalmt werden. Es deutet dies darauf hin, daB auch 
der Schirfung der Messer Rechnung getragen werden muB. 

Fiir die weiteren Versuche haben wir also die Schlub- 
iwigerung zu ziehen, die Gewebe nicht zu fein zu schneiden, 
ganz scharfe Messer anzuwenden, um eine mdglichst gute Uber- 
einstimmung in der Versuchsbedingung zu erzielen, Das Ar- 
beiten mit der Schneidemaschine scheint uns aus diesem Grunde 
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als unerliBlich. DaB auch ein zu grober Schnitt stérenden 
Kinflu8 haben kann, ist deshalb anzunehmen, weil mit gréfer 
werdendem Gewebekorn die Diffusionsvorginge beeintrichtigt 
werden. Fiir die Zellen im Innern der Gewebepartikel spieit 
aber die Diffusion im Mechanismus der Atmung eine ent- 
scheidende Rolle. 

Wir haben weiter oben darauf hingewiesen, daB bei den 
Atmungsversuchen auch dem SiurebildungsprozeB Beachtung 
geschenkt werden muf. Wir haben deshalb in den oben an- 
gegebenen Versuchen die Reaktionsverschiebung in zur Atmung 
angesetzten Proben fortlaufend verfolgt. Diese Kontrollen 
haben nur orientierenden Charakter. Genaue Versuche sind 
im Gange, bei welchen in parallel angesetzten GefiBen eciner- 
seits die Atmung, andererseits die Saurebildung gepriift wird. 
Bei den Experimenten, tiber welche oben berichtet ist, wurde 
die Kontrolle der Siurebildung und der Atmung in der gleichen 
Probe durchgefiihrt. Unser Vorgehen war darauf gegriindet, 
daB das entstehende m-Nitrophenylhydroxylamin einen Indicator 
darstellt und zwar zufillig gerade mit Umschlag im Bereich 
der Reaktion der atmenden Gewebeproben. Wenn, wie in 
unserem Falle, die Fliissigkeit mit 0,2°/, Natr. bic. versetzt 
ist, erscheint der Farbstoff zuerst im Carminton. In dem 
MaBe, als sich die Reaktion nach sauer verschiebt, schliigt er 
in Gelb um. Wir notierten nun die vom Beginn des Ver- 
suches verstrichene Zeit, nach welcher die Lisung den reinen 
Gelbton angenommen hatte. Die Pufferung sorgt dafiir, dab 
die zu messenden Zeiten nicht zu nahe an den Beginn des 
Versuches herangedringt sind. Bei der Bewertung der Resultate 
muB beriicksichtigt werden, daB bei diesem Vorgehen nicht 
die Geschwindigkeit der Siurebildung selbst gemessen wird, 
sondern die Differenz zwischen Siurebildung und der Be- 
seitigung von Siure durch den AtmungsprozeB. Dement- 
sprechend ist die Interpretation der Resultate ziemlich kom- 
pliziert. Dennoch bieten diese Interesse. Sie finden sich in 
Tabelle 4 zusammengestellt. Wo der Umschlag innerhalb 
60 Minuten (Ende des Atmungsversuches) nicht erfolgte, steht 
die Zahl > 60. 










Tabelle 4. 


Zeitdauer vom Versuchsbeginn bis zum erfolgten Umschlag 
nach Gelb. 


a) Schnittdicke 0,5 mm. 
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N. | Le. | G. H. P. 
Gesund 
Nr. 18 15 15 50 > 60 60 
Nr. 30 25 15 50 > 60 DD 
Nr. 31 15 15 50 >60 55 
Mittel 18,3 15 50 >60 56,6 
Krank 
Nr. 19 25 55 > 60 > 60 > 60 
Nr. 33 45 45 > 60 >60 > 60 
Nr. 20 40 60 > 60 > 60 > 60 
Mittel 36,6 53,3 > 60 > 60 > 60 
b) Sechnittdicke 0,2 mm. 
Gesund 
Nr. 28 10 25 55 > 60 50 
Nr. 26 15 55 60 > 60 50 
Nr. 25 20 35 >60 >60 50 
Mittel 15 38,3 58,3 > 60 50 
Krank 
Nr. 24 25 > 60 > 60 > 60 > 60 
Nr. 29 25 45 > 60 >60 > 60 
Nr. 27 25 55 > 60 > 60 > 60 
Mittel 25 53,3 > 60 > 60 > 60 
c) Gesunde junge Tauben, Schnittdicke 0,5 mm. 
Nr. 21 15 25 > 60 > 60 60 
Nr. 23 25 15 60 60 60 
Mittel 20 20 > 60 > 60 60 


Der Vergleich der aufgefiihrten Werte zeigt sowohl fiir 
Schnittdicke 0,5 mm, als auch fiir Schnittdicke 0,2 mm eine 
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langsamere Reaktionsinderung beim Gewebe der 
Beriberitiere. Diese Verzégerung mu8 als wirklich be- 
stehend angenommen werden; weil die Atmung auch herab- 
gesetzt ist, kann sie nicht durch Beseitigung der Siure im 
AtmungsprozeB erklirt werden. Dagegen erscheint es nach 
diesen Versuchen méglich, daB die geringere Atmungsintensitiit 
lediglich eine Folgeerscheinung herabgesetzter Siurebildung 
ist, entsprechend der von Meyerhof nachgewiesenen Ab- 
hiingigkeit der Ersteren von der Letzteren. Dabei bliebe wieder 
die Frage offen, ob es sich um Ursache, Begleit- oder um 
Folgeerscheinung handelt. In diese Vieldeutigkeit der Resultate 
der Atmungsversuche haben indessen die Blausiiureversuche, iiber 
die in der zitierten friiheren Arbeit berichtet und in der EKin- 
leitung referiert wurde, bereits die Entscheidung gebracht.?) 


Zusammenfassung. 


Im AnschluB an friihere Untersuchungen von W. R. Hess 
wird das Atmungsvermégen verschiedener Gewebearten von 
beriberikranken Tauben untersucht, und die Resultate von 
den an gesunden T'auben erhaltenen gegeniibergestellt. Die 
Untersuchungen werden mit verfeinerter Methodik nach dem 
durch Lipschitz eingefithrten Prinzip der m-Dinitrobenzol- 
reduktion durchgefiihrt. Die Befunde bestiitigen die friiheren 
Befunde von W. R. Hess im Sinne einer stark ausgepriigten 
Atmungsinsuffizienz des Avitaminosegewebes. Sie stellen sich 
damit auch in Ubereinstimmung mit den von Abderhalden 
und Mitarbeitern in neuester Zeit bekannt gegebenen Re- 
sultaten, welche mit anderer Methodik erhalten wurden. 

Die von den einzelnen Tieren stammenden Werte fallen 
in engere Grenzen als in den friiheren Versuchen von 
W.R. Hess. Es bleiben aber sowohl fiir gesunde, als auch 
fir kranke Tiere noch erhebliche Unterschiede der Atmungs- 
intensitit gleichartiger Gewebe. Es ist die Aufgabe weiterer 
Forschung, ob es sich bei diesen Differenzen um Versuchs- 
stérungen handelt oder um tatsichlich bestehende Unterschiede 


1) W. R. Hess, a.a.O. S. 1. 
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im Atmungsvermégen der Gewebe verschiedener Tiere der 
gleichen Art. 

Als methodisches Resultat ergibt sich eine bedeutende 
Abhingigkeit der Atmungsintensitit von dem Grad der Zer- 


kleinerung des Gewebes, ferner von der Menge der im System 
yorhandenen Puffersubstanzen. 
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Die Kontrolle der Reaktionsinderung im atmenden System 
erweist, daB auch dieser durch Siurebildung bedingte ProzeB 
bei Avitaminosegewebe verzégert ist. 
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Einleitung. 


Die alteren Untersuchungen iiber den EinfluB der Tempe- 
ratur auf die Amylasen selbst und die durch sie bewirkten 
Stirkespaltungen leiden mehr oder weniger stark daran, dab 
Aciditit und Neutralsalzgehalt der Reaktionsgemische nicht 
oder nur ungeniigend bestimmt worden waren. Eine erneute 
Untersuchung unter zeitgemiBen Gesichtspunkten und mit 
verbesserten Hilfsmitteln lag um so naher, als in der neueren 
Literatur — besonders von Biedermann — sehr auffallende 
Angaben iiber hohe Temperaturempfindlichkeit und tiber 
Regeneration tierischer Amylasen erschienen sind, welche prin- 
zipiell wichtige Erscheinungen betreffen und andererseits nicht 
ungepriift in den Bestand der Wissenschaft aufgenommen 
werden konnten. Aus diesem Grund bin ich der .Anregung 
von Prof. v. Euler gern gefolgt, den Einflu8 der Temperatur 
auf einige Starkeenzyme neu zu bearbeiten. 

Um meinen Untersuchungen eine breitere Grundlage zu 
geben, habe ich auch Versuche iiber die allgemeinen Wirkungs- 
bedingungen der Malzamylase und des Ptyalins angestellt. 
Dieselben sind in den Abschnitten 1—4 zusammengestellt 
worden. 
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Historisches. 


Allgemeines. 


Die Starkeverzuckerung durch Malz wurde im Jahre 1785 
von Irvine und 1815 von Kirchhoff beschrieben. Ein ver- 
zuckerndes Enzym im Malz wurde 1833 von Payen und 
Persoz und fast gleichzeitig von Saussure entdeckt. — Hine 
der altesten Abhandlungen iiber den Speichel ist eine Abhand- 
lung von Anton Nuck?) 1685. Aus dieser geht hervor, dab 
Nuck und seine Zeitgenossen sich véllig im unklaren iiber 
die chemischen und physikalischen Eigenschaften des Speichels 
befanden. Erst im Jahre 1831 wurde die stirkelésende Wir- 
kung des Speichels von Leuchs?%) entdeckt. Solche Enzyme, 
welche die Starke, das Glykogen und die nichsten Abbau- 
produkte dieser Stoffe zu spalten vermégen, werden nunmehr 
Amylasen bezeichnet, und man pflegt sie, nach ihrem Vor- 
kommen, in tierische und pflanzliche Amylasen einzuteilen. — 
Verschiedenheiten zwischen diesen beiden Enzymgruppen, der 
Speichelamylase oder, wie Berzelius sie bezeichnete, Ptyalin 
und Malzamylase, sind schon von Defresne‘) und von Bour- 
quelot®) wahrgenommen worden. Frihzeitig wurde jedoch 
darauf aufmerksam gemacht, dafs beide Enzymgruppen als 
Endprodukt Maltose bilden. 


Aciditatsbedingungen. 

Beziiglich des Einflusses der Alkalien auf die Speichel- 
amylase liegen verschiedene iltere Untersuchungen vor. Friiher 
elaubte man, da der Speichel besser wirkte, wenn seine 
Alkalescenz erhéht wurde. Nach Chittenden und Ely®) wirken 
alkalische Lésungen hemmend. Wohlgemuth‘) konnte als 
unterste Grenze der Hemmung fir Soda n/2500 und fir 
Natronlauge n/5000 feststellen. Ebstein und Schulze‘) 
fanden, daB das Kohlendioxyd die schidigende Wirkung zum 
Teil wieder aufhebt, wenn man es in alkalische Lésungen 
leitet. Diese Autoren schlieBen daraus, da die Amylase durch 
Alkali nicht zerstért, sondern nur gebunden und inaktiviert 
wird. Gritzner’) erklart den schidlichen Kinflu8 der Alkalien 
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auf die Amylase damit, daB die fiir die Verzuckerung giinstigen 
Wasserstoffionen durch Vereinigung mit den freien Hydroxyl- 
jionen der Alkalien verbraucht werden. 

Was die Siuren anbetrifit, so wird nach Shierbeck"), 
Chittenden und Griswold?) und anderen die Wirksamkeit 
der Amylase durch schwache Siuren begiinstigt. — Nasse!%) 
und Detmer?*) haben fiir CO, eine Beschleunigung der 
Speichelwirkung gefunden. Chittenden und Painter) 
maBen die Beschleunigung zu etwa 18°/,. Ebstein und 
Schulze fanden, daB das Einleiten von CO, in neutrale Lé- 
sung schiidigend wirkt. Nach Miller-Thurgau!5) und Bas- 
witz!®) beférdert die Kohlensiiure die Wirkung der Malz- 
amylase energisch. — Beziiglich der Salzsiurewirkung auf die 
Speichelamylase liegen viele iltere Untersuchungen vor (Richet?’), 
Kalk?5), Nylén?*), Langley”) u. a.) Die Angaben stimmen 
darin iiberein, daB sehr schwache Salzsiiure die Speichelwirkung 
fordert, etwas stiirkere Salzsiure hemmt und Salzsiure von 
der Konzentration des Magensaftes den Speichel vdllig un- 
wirksam macht. Nach Wohlgemuth ist schon die Konzen- 
tration n/800 HCl geniigend, um die diastatische Wirkung bei 
einer 1°/,igen Stirkelésung zu hemmen. Kiibel??) fand, daB, 
je konzentrierter die Stirkelésungen sind, die Amylase eine 
um so stiirkere Siurekonzentration vertrigt. Cohnheim’”?) 
und Baranetzki?*) erkliren, daB Malzamylase bis zu einer 
gewissen Konzentration gegen Salzsiiure unempfindlich ist. — 
Was andere Saéuren anbetrifft, so beschleunigen nach John*4) 
die Essigsiure und die Weinsiure, und nach Detmer die 
Zitronensiure in kleinen Mengen die Wirkung der Malz- 
amylase. — Bang*5) wendete in seinen Versuche Mono- und 
Dinatriumphosphat an und fand, daB die Hemmungswirkung 
des einen Phosphats durch Gegenwart des anderen aufgehoben 
wurde. Er fand auch, daB eine bestimmte Quantitait des 
einen Phosphats gegen recht verschiedene Quantititen des 
anderen schiitzen konnte und sah hierin ,,eine solche Puffer- 
wirkung, deren Bedeutung Sérensen hervorgehoben hat“. 

Was die nach modernen Gesichtspunkten ausgefihrten 
Versuche anbetrifft, so hat erst Ringer?*) die Wirkung des 
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Ptyalins bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
untersucht. Er fand die Lage der optimalen Reaktion in 
Phosphat- und Acetatgemischen als Puffer bei 37° zu py = 
6,00. Wenn er Citratgemisch als Puffer benutzte, wurde das 
Optimum nach der alkalischen Seite verschoben, und dies um 
so mehr, je héher die Konzentration des Citratpuffers war. — 
Michaelis und Pechstein?’) untersuchten den HinfluB von 
Salzen auf Ptyalin. Sie fanden das Wirkungsoptimum nach 
Phosphat-, Acetat- und Sulfatzusatz zu py = 6,1—6,2, nach 
Bromid- und Chloridzusatz zu py =6,7 und nach Nitratzusatz 
Zu py = 6,9. Sie stellten folgende Regel auf: Je kleiner die 
Affinitit eines Anions zur Diastase ist, bei um so saurerer 
Reaktion liegt das Wirkungsoptimum der Diastasekomplex- 
verbindung. — Norris**) machte in seinen Versuchen von 
Glykogen Gebrauch und fand fiir Speichelamylase py = 6 als 
optimale Aciditaét bei 37°. — Hahn und Michalik?*) unter- 
suchten den Kinflu8 von Puffer bzw. Neutralsalzen auf das 
Aciditiitsoptimum und fanden fiir Speichelamylase das Optimum 
bei Phosphatpuffer zu py; =6,4—6,5, bei Acetatpuffer zu py = 
5,6. Sie arbeiteten mit 0,013 Mol. Phosphat — bzw. 0,01 Mol. 
Acetatpuffer und 0,2 Mol. Salzzusiitzen. — Der EinfluB der 
Aciditit auf die Wirksamkeit der Malzamylase wurde von 
Shermann und Thomas*) studiert. Adler*!) erhielt fiir 
die Malzamylase mit Acetatpuffer das Optimum bei pg = 4,9. 
Zwischen den Werten von py= 4,6 und 5,2 lag eine Zone 
der optimalen Wirksamkeit. Bei py= 2,1 wurde die Malz- 
amylasewirkung vollkommen aufgehoben. Desgleichen unter- 
blieb jede Wirkung bei py = 8,1. — Hahn und Harpuder™) 
bestimmten fiir die Malzamylase die Lage der optimalen Reak- 
tion im Acetatgemisch zu py = 4,70 und yv. Kuler und Svan- 
berg’) bei Anwendung von Phosphatpuffern zu etwa pq = 5. 


Kochsalzwirkung. 


Ks sind nicht nur die H- und OH’-lonen, welche eine 
groBe Rolle bei enzymatischen Prozessen spielen. Auch andere 
Ionen itiben manchmal einen bedeutenden Einflu8 aus, beson- 
ders das Cl’-Ion. — Zahlreiche Untersuchungen iiber die 
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Wirkung von Kochsalz auf die Amylasen wurden friiher aus- 
gefiihrt. Nasse®) fand, daB Kochsalz einmal einen hemmenden, 
das andere Mal einen férdernden EinfluB auf die Stirkever- 
zuckerung durch Speichelamylase ausiibte. — Chittenden 
und Ely fanden, daB Kochsalz nur eine ganz schwach férdernde 
Wirkung auf Ptyalin besitzt. — Nach Kiibel*) wirkt eine 
gewisse Menge Kochsalz hemmend auf die Verzuckerung 
dinner Stiirkegemische, aber férdernd auf die Verzuckerung 
dicker Stirkegemische. — Nach Wohlgemuth, Starken- 
stein®*), Bang, Norris u. a. ist véllig kochsalzfreie Speichel- 
amylase unwirksam auf Starke. Wohlgemuth erklirt, dab 
das Cl’-Ion das wirksame Prinzip bei der férdernden Wirkung 
des Kochsalzes ist, ebenso wie Br’-Ion und J’-[on des Natrium- 
bromids und des Natriumjodids, nach Neilson und Terry.*) 
Aus den Versuchen Wohlgemuths geht hervor, daB das 
Kochsalz noch bei einer Konzentration von 0,001°/, die Ver- 
zuckerung begiinstigen kann. 

Das Optimum der NaCl-Wirkung liegt nach Bang bei 
einer NaCl-Konzentration von ca. 0,5°/,,. Nach denselben 
Autoren ist Speichel sogar bei 6,5°/, NaCl ziemlich unver- 
indert wirksam und erst bei 13°/, NaCl ist eine nicht sehr 
bedeutende Verminderung der Ptyalinwirkung zu bemerken. 
Kine Sattigung der Stirkelésung mit NaCl (26°/, NaCl) ver- 
mag noch nicht die Ptyalinwirkung vollig zu verhindern. 

Michaelis und Pechstein untersuchten den Einflu8 
von Neutralsalzen auf Ptyalin. Das Resultat war, daB die 
Anionen der verschiedenen Salze mit dem Enzym komplexe 
Verbindungen eingehen. Diese Verbindungen sind allein wirksam. 
— Auch Pankreasamylase ist in Abwesenheit von Salzen in- 
aktiv (Bierr y%"), und geringe Kochsalzmengen iiben einen be- 
deutend fordernden Einflu8 aus (Giaja**), Kendall und Sher- 
man.**) — Bei Anwesenheit von Kochsalz geht, nach 
Lowartz*), die Stirkeverzuckerung mit Magensaft von 
Potamobius astacus schneller als ohne Salzzusatz. 

Wenn folglich Kochsalzim allgemeinen die Wirkung tierischer 
Amylasen steigert, so scheint dies bei pflanzlichen Amylasen 
nicht der Fall zu sein. Nach Effront*!) ibt reines Chlor- 
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natrium auf die Gerstenamylase keine Wirkung aus. — Auf 
Kartoffelamylase iibt nach Doby*2) das reine Chlornatrium 
einen mehr oder weniger hemmenden EinfluB aus. — Die Kin- 
wirkung reiner Salze auf die Malzamylase fiihrte nach Hahn 
und Harpuder zu keinen eindeutigen Versuchsergebnissen. —- 
Ks scheint, als ob es ohne Ausnahme so wire, daB die Wir. 
kung pflanzlicher Amylasen nicht von Kochsalz geférdert wiirde. 


Kinetisches. 

Chittenden und Smith*’) fanden 1885, daB die Bildung 
des Zuckers in der Starke nicht restlos erfolgt. Im Ver- 
lauf der Reaktion tritt eine Hemmung auf. Man hat an- 
genommen, daB das Enzym von der Maltose gebunden wird. 
Mc Guigan**) fand, daB ein Gleichgewicht eintrat, wenn etwa 
70 °/, der Starke verzuckert waren. Er glaubt, da8 ein anderes, 
noch unbekanntes A bbauprodukt starker hemmen muB als Maltose. 

Kjeldahl*) hat die ersten quantitativen Versuche iiber 
den Verlauf der Wirkung der Amylasen ausgefiihrt. Brown 
und Glendinning**) glaubten, gefunden zu haben, daB die 
Verzuckerung der léslichen Stiirke der Formel fiir monomole- 


kulare Reaktionen nicht folgt. — V. Henri*’) kam zu dem 


a . . 
bei einem ge- 





Ergebnis, daB die Konstanten 4 = = log 


a—-2 

wissen Mittelwert schwanken. — Frl Philoche‘**) fand aus 
ihren Versuchen, daB nach der monomolekularen Formel der 
zeitliche Verlauf der Verzuckerung von einem gewissen Spal- 
tungsgrad abhingt. — Wirth*%) und van Laer haben auch 
viele Untersuchungen ausgefiihrt, um diese Sache ins klare 
zu bringen. Henri van Laer®) kam zu dem Ergebnis, dab 
nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen die Ver- 
zuckerung bis zu einer Stirkekonzentration von 4,5°/, erfolgt. 
Dieser Autor wie auch Mare H. van Laer®!) sind der Aut- 
fassung, daB die Konzentration der Verbindung Amylase-Stiirke 
die Dynamik der enzymatischen Verzuckerung bestimmt. 


KinfluB der Temperatur. 
Da die 'Temperatur einen Einflu8 auf die Wirkung der 
Amylasen ausiibt, ist unbestreitbar, auch wenn die Autoren 
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verschiedener Meinung iiber den Grad des EinfluBes sind. 
Darin stimmen doch alle iiberein, daB mit steigender Temperatur 
die Wirkung bis zu einem Optimum zunimmt und dann rasch sinkt, 
bis sie schlieBlich bei einer Vernichtungstemperatur ganz aufhért. 


Verschiedene Untersuchungen liegen auch dariiber vor, 
wie die Amylasen sich bei Kalte verhalten. Paschutin?) 
hebt hervor, daB eine Temperatur von — 20° C das Enzym 
nicht schidigt. Nach Roeder®’) erweist sich Ptyalin beim 
Gefrieren in tiefster Kilte (fliissige Luft) als unvernichtbar. Je 
tiefer die Temperatur, desto héhere Enzymkonzentration ist 
zur Erreichung einer gewissen Wirkung erforderlich. 

Wenn also die Kalte das Enzym nicht schidigt, so kann 
man doch schon bei 0° stets eine groBe Hemmung der Amy- 
lasewirkung beobachten. Wohlgemuth’*) ist der Meinung, 
daB Uberfiihrung der Reaktionsmischung in Kiswasser jede 
Amylasewirkung abbrechen wiirde. Lowartz und andere 
kénnen nach eigenen Erfahrungen der Meinung Wohlgemuths 
nicht beistimmen. Krabbe’) behauptet, da&B Amylase noch 
deutlich bei — 3° wirkt. 


Verschiedene Messungen der ‘lemperaturkoeffizienten 
legen vor. Miller-Thurgau hat die Kinwirkung der Tempe- 
ratur auf die Malzamylasewirkung von 0° bis 40° genau unter- 
sucht. Er fand fiir die Zunahme der Wirkung von 0° zu 10°, 
20°, 30°, 40° folgende Reihe: 7:20:38:60:98. Aus diesen 
Bestimmungen geht hervor, daB der Temperaturkoeffizient 


hiygoik, und auch der Koeffizient 4 der Arrheniusschen 
A(T, — T;) 
Temperaturformel k,=h,e 2° %-7: mit steigender Temperatur 
stark abnehmen. — Vernon®) hat auch Untersuchungen iiber 
Stirkeverzuckerung durch Malzamylase bei verschiedenen Tem- 
peraturen ausgefiihrt. Fiir das Intervall 20—30° liegen An- 
gaben von ihm vor, nach welchen der T’emperaturkoeffizient 
gleich 2,0 ist. A wird folglich etwa 12000. — Fiir das Inter- 
wall 30—40° ist nach Kendall und Sherman der Quotient 
kei 49:h, = 2,0. Dieser Wert des Temperaturkoeffizienten ent- 
spricht dem Werte des A gleich etwa 12000. — Nach Henri 


van Laer®5) ist der Temperaturkoeffizient bei Verzuckerung 
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durch Malzamylase /,,:4,, = 2,2 und k,,:h,, = 1,4. — Doby 
hat mit Kartoffelamylase gearbeitet. Er fand den Temperatur. 
koeffizienten k,,,):4, stets kleiner als 2. 

Was die ,,Optimaltemperatur“ anbetrifft, so sind verschiedene 
Meinungen vorhanden. Die beste Temperatur fiir Verzucke- 
rung durch Speichelamylase ist nach Oppenheimer) und 
Kénig®) 45°, — Nach Kjeldahl und auch nach Evans” 
liegt fiir das Ptyalin die giinstigste Temperatur bei etwa 46° 
Von dieser Temperatur aus nimmt die Wirkung nach beiden 
Seiten ab und zwar etwas rascher bei steigender ‘lemperatur. 
— Pugliese®) fand, daB die Aktivitét des Ptyalins bei 43° 
abzunehmen beginnt. — Chittenden und Martin®) arbeiteten 
mit Speichel- und Malzamylase, Doby**) mit Kartoffelamylase. 
Alle fanden sie das Maximum bei 40°. Maly®) fixiert das 
Optimum bei Ptyalin zu 39°, Bottazzi®) zu 35 & 40°; nach 
Bourquelot beginnt die Abtétung des Enzyms bei 58°. — 
Slosse und Limbosch*) fanden ein allmahliches Maximum 
fiir Ptyalin zwischen 50 und 80° und setzten das Optimum 
bei 50° fest. Nach Klempin®) hegt das Optimum der Wir- 
kung der in Form eines Glyzerinextraktes dargestellten Hafer- 
amylase etwa zwischen 40 und 70°, wohingegen Hofmeister®) 
das Optimum der Wirkung der Haferamylase bei Kdérper- 
temperatur fand. — Nach Lowartz liegt das Optimum fiir 
die Amylasewirkung des FluBkrebsmagensaftes zwischen 43 
und 46° — Wie man sieht, schwanken die Angaben iiber 
die Optimaltemperatur von 35 bis 50° In der Tat laBt sich 
nach v. Kuler®) eine Optimaltemperatur auch nicht allgemein 
angeben. 

Was die ailteren Angaben iiber ,,T'étungstemperaturen“ an- 
betrifft, so schwanken diese auch bedeutend. Paschutin be- 
tont, daB die Erwiirmung auf 60° manchmal schon geniigend 
ist, um das Ptyalin zu téten. Die Temperatur von 73° ver- 
nichtet die Speichelwirkung vollstindig. — Nach Chittenden 
und Martin, wie auch nach Bottazzi, wirkt das Ptyalin 
gar nicht mehr bei 70° und nur noch sehr schwach bei 65° 
— Starke®') zeigt, daB noch bei 74——-75° einige Aktivitat 
des Ptyalins iibrig bleibt. — Nach Klempin®) halt die Hafer- 
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amylase hohe T’emperaturgrade aus, ohne geschwicht zu 
werden. Erst beim Erhitzen auf 90—95° wird sie vollkommen 
getitet. Durchweg fehlen die Angaben der Erhitzungszeiten. 
- Biernacki®) betont, daB die Tétungstemperatur sehr von 
dem Verdiinnungsgrade abhingt. 

Biedermann ®) behauptet, gefunden zu haben, daB Speichel 
selbst bei langem Kochen einen Teil seiner diastasischen Kraft 
behilt. Ferner glaubt er, daB Speichelasche, mit Starkelésung 
versetzt, zu einem Abbau der Stirke fiihrt. — Nach Lowartz 
erfahrt das Enzym durch Erwarmung nur eine Abschwichung 
seiner diastasischen Kraft, ohne jedoch vdollig zerstért zu 
werden; es besitzt einen absolut hitzebestiindigen Kern. — 
Wohlgemuth®) und Sallinger”) haben bei einer Nachpriifung 
mit gekochtem Speichel und mit Speichelasche durchgehends 
ein vollkommen negatives Ergebnis gehabt. Dies erklart 
Schulz”) damit, daB die genannten Autoren nicht bei opti- 
maler Aciditit gearbeitet haben. — Nach v. Euler’’) scheinen 
die Angaben Biedermanns iiber hohe Temperaturstabilitat 
des Ptyalins so auffallend, da sie noch einer weiteren Prii- 
fung bediirfen. 

Aus der vorhergehenden Ubersicht geht hervor, daB die 
Angaben iiber Tétungstemperaturen zwischen 60 und 95° 
schwanken, wenn die Beobachtungen Biedermanns nicht ge- 
rechnet werden. Die Angaben geben zum gréBten Teil nur 
unsichere Anhaltspunkte zur Beurteilung der Labilitét des 
Enzyms. v. Kuler®*) hat den Begriff Tétungstemperatur klar 
fixiert und als Tétungstemperatur diejenige bezeichnet, bei 
welcher das Enzym in wiBriger Lésung (ohne Substrat) bei 
festgelegtem, optimalem pq nach 60 Minuten langer Erhitzung 
auf die Halfte seiner Aktivitaét sinkt. 

Versuche sind ausgefiihrt worden, um eventuelle Kompo- 
nenten der Speichelamylase durch fraktionierte Hitzeinaktivie- 
rung zu trennen. Bourquelot”®) und auch Moritz und 
Glendinning’) glauben gefunden zu haben, daB Amylase 
durch geeignetes Erhitzen leicht die Fahigkeit zur Verzucke- 
rung verliert, aber die Fahigkeit zur Dextrinbildung un- 
geschwicht behalt. Dies wird von Slosse und Limbosch®) 
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und auch von Lowartz bestritten. Diese fanden, daB, wenn 
durch die Vorwirmung die Fahigkeit der Amylase zur Ver. 
zuckerung vermindert wird, dies auch fiir ihre Fahigkeit zur 
Stirkeverfliissigung zutrifft. 

Im iibrigen liegen sichere Angaben iiber die Thermostabi- 
litat der Amylasen nicht vor. 


Herstellung des Materials. 
Die Malzamylaselésung. 


Meine erste Aufgabe war, eine geniigend reine Enzym- 
lésung herzustellen. Die Gerste wurde aus der Brauerei 
St. Erik, Stockholm angeschafft und 300 g davon zum Keimen 
gebracht. Darauf wurden die Keime mit 100g ausgewaschenem 
Seesand gut zerrieben und die Mischung in 500g destilliertem 
Wasser aufgeweicht; alsdann lieB ich die Mischung 2 Tage 
stehen. Das Malzextrakt wurde zuerst durch ein Tuch und 
dann mehrmals durch Faltenfilter filtriert. Das in dieser Weise 
erhaltene Filtrat enthielt etwa 4°/, Zucker und auch ein 
wenig EKiweif. Der Versuch wurde mit einem andern Filtrate 
gemacht, den Zucker durch Girung wihrend eines Tages bei 
28°C und danach EiweiB durch Behandlung mit Kaolin zu ent- 
fernen. Hierbei wurde das Enzym in saurer Lésung vom Kaolin 
ganz absorbiert, und wenn die Knzymlésung mit Soda neutrali- 
siert wurde, blieb das EiweiB wenigstens teilweise zuriick. 
Deshalb wurde diese Methode aufgegeben und statt dessen das 
Malzextrakt einer Dialyse von 40 Stunden durch geschlossene 
Kollodiummembranen gegen destilliertes Wasser, das ab und 
zu gewechselt wurde, nach der Dialysemethode von Sérensen, 
verbessert von Euler und Svanberg”’), unterworfen. Das 
dialysierte Malzextrakt wurde filtriert und mit etwas Toluol 
versetzt. Die so hergestellte Enzymlésung schien eine sehr kleine, 
in engen Grenzen wechselnde Trockensubstanz zu _besitzen. 

In meinen Untersuchungen sind verschiedene Enzymlésungen 
angewendet worden, die ich mit A, B, C, D, E, F und G be- 
zeichnet habe und die die Trockensubstanzen 0,63, 0,75, 0,55, 
0,86, 0,82, 0,68 und 0,94 mg per Kubikzentimeter respektive 
hielten. 
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Die Ptyalinlésung. ; 

Nach sorgfaltiger Desinfektion der Mundhoéhle wurden 
100 com Speichel aufgesammelt. Der von den Speicheldriisen 
erst abgesonderte Speichel wurde als besonders reich an Mucin 
weggeworfen. Der Speichel wurde durch Faltenfilter filtriert 
und eine Messerspitze Kaolin zugesetzt. Nach wenigen Minuten 
wurde der Kaolin abfiltriert und der Speichel einer Dialyse 
von 6 Stunden durch geschlossene Kollodiummembranen gegen 
destilliertes Wasser unterworfen, wie vorher beschrieben, als- 
dann filtriert und spiter einige 'Tropfen Toluol hinzugesetzt. 

Verschiedene Ptyalinlésungen sind in meinen Untersuchungen 
angewendet worden, und ich habe sie mit I, Il, Ill, IV, V, VI 
und VIL bezeichnet. Die Trockensubstanzen waren respektive 
1.1, 0,85, 1,2, 0,76, 0,94, 0,91 und 0,87 mg per Kubikzentimeter. 


Die Stairkelésung. 

Die Stirkelésungen, die in meinen Untersuchungen zur 
Anwendung kamen, waren 2°/, ig und in folgender Weise her- 
sestellt. Die wasserlésliche Stiirke wurde zuerst bei 40° in 3 
und dann bei 110—12U0° in 2 Stunden getrocknet. Die Stirke 
wurde genau abgewogen und in einer kleinen Menge kalten 
Wassers aufgeweicht, danach ebenfalls eine genau berechnete 
Menge warmen Wassers hinzugegossen. Alsdann lieB ich die 
Mischung einige Minuten kochen und stellte die Starkelésung 
spiter in ein Wasserbad von 37°. 


Versuchsanordnungen. 


Die Versuche wurden in Erlenmeyerkolben ausgefiihrt, die 
in einem Wasserbade auf konstanter Temperatur gehalten 
wurden. Wo nichts anderes angegeben ist, wurden die Ver- 
suche bei der physiologischen Normaltemperatur (37°) aus- 
gefiihrt. In den Kolben wurden 50 ccm 2°/, iger Starkelésung, 
20 ccm Puffergemisch (0,29-Normalphosphatlésung, wenn nichts 
anderes gesagt wurde), Enzymliésung und Wasser einpipettiert, 
so daB die Reaktionsmischung stets 100 ccm halt. Das Enzym, 
welches im Wasserbade vorgewirmt war, wurde erst zugesetzt, 
Wenn das Stiirkepuffergemisch die konstante Temperatur an- 
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genommen hatte. Nach verschiedenen Zeiten, die mit einem 
Chronoskop gemessen wurden, entnahm ich die Proben yon 
je 10 com Fliissigkeit, welche, um die Reaktion abzubrechen, 
in eine Fehlinglésung einpipettiert wurden. Der erhaltene 
Zucker wurde nach Bertrand als Maltose bestimmt, und die 


a 


Reaktionskonstante wurde nach der Formel k = - log 
a-@ 


berechnet. a ist = 70 gesetzt. 2 = dem wiahrend der Reak.- 
tion gebildeten Zucker. 

Die sich aus der Formel fiir monomolekulare Reaktionen 
ergebenden Reaktionskonstanten erster Ordnung, 4, zeigten in 
der Regel keine absolute Konstanz. Durch die Anwendung 
von Mittelwerten aus den Konstanten ’ diirfte doch die grikte 
Zuverlissigkeit erreicht worden sein. Uber den Grad der 
Konstanz geben die Beilagen Auskunft. 

Die Erhitzung von Enzymphosphatgemisch geschah stets 
in zugeschmolzenen Roéhren. Die Roéhren wurden gut aus- 
gedimpft, bevor sie zum Gebrauch kamen. 

Die eingeklammerten Ziffernangaben in den Beilagen sind 
nach Bertrands Tabelle extrapoliert. 


Eigene Untersuchungen. 


1. Abhaingigkeit der Malzamylasewirkung von der 
Aciditat. 

Bei einzelnen enzymatischen Reaktionen, wie z. B. bei der 
Pepsinwirkung, ist es schon lange bekannt gewesen, dab sie 
von der Aciditit beeinfluBt werden. Seitdem hat man gefunden, 
daB dies das Verhiltnis im allgemeinen bei enzymatischen 
Reaktionen ist. Infolge der genauen Untersuchungen, die von 
Euler und Svanberg neuerdings auf diesem Gebiete, be- 
treffend Malzamylase, ausgefiihrt sind, habe ich mich daraul 
beschrinkt, eine Bestimmung iiber die Abhingigkeit der 
Malzamylasewirkung von der Aciditit mit Natriumacetat als 
Puffer auszufihren. 


Versuchsreihe /. 


Py der verschiedenen Acetatlésungen waren 3,19, 4,08, 
5,16 und 5,76. Temp. 37°. 2 ccm Malzamylaselésung 4 zum 
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Schlu8 zugesetzt. Proben von 10 ccm nach 42, 55, 65, 75 Mi- 
nuten oder nach 4, 8,12 und 16 Minuten genommen. In den 
Beilagen 1—4 sind die Ziffernresultate wiederzufinden. Wenn 
man die Reaktionsgeschwindigkeit, entsprechend dem Wert 
py = 5,16, mit 100 bezeichnet, erhalt man bei den verschie- 
denen Aciditaten die untenstehenden relativen Reaktions- 
seschwindigkeiten. 

















Beilagen- ang | Relative Reaktions- 
Nr. mT geschwindigkeiten 

1 3,19 | 0,9 4 

2 4,08 | 21 91 

3 5,16 | 23 100 

4 5,76 | 21 91 











Das Resultat der Versuchsreihe 1 ist in Fig. 1 graphisch 
dargestellt. In Fig. 1 ist die relative Reaktionsgeschwindigkeit 
als Funktion von p, dargestellt. 

Man ersieht ohne weiteres die starke Abhingigkeit der 
Malzamylasewirkung von der Aciditaét. Ferner zeigt es sich, 


hel k. 
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da8 die Enzymwirkung in solchen Lésungen am groBten ist, 
deren Wasserstoffionenkonzentration dem Wert p, =5 ent- 
spricht, wenn Natriumacetat als Puffer gebraucht wird. Die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 14 
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optimale Zone ist ziemlich breit. Sie erstreckt sich von etwa 
Pr = Anu, 

Der Optimalpunkt p, = 5 stimmt mit dem von Adler 
gefundenen iiberein. 


2. Abhangigkeit der Ptyalinwirkung von der Aciditit. 


Versuchsrethe 2. 


Die Methode und Versuchsbedingungen sind dieselben wie 
in Versuchsreihe 1. 0,29-Normalalkaliphosphatlésung ist als 
Puffer benutzt. 1 ccm Ptyalinlésung I zum Schlu8 zugesetzt. 
Py der verschiedenen Phosphatlésungen waren 5,1, 5,45, 5,8 
und 6,8. In den Beilagen 5—8 sind die Ziffernresultate wieder- 
zufinden. Wenn man die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die 
Reaktion, bei welcher die Wasserstoffionenkonzentration dem 
Wert p, = 6,8 entspricht, mit 100 bezeichnet, erhalt man bei 
den verschiedenen Aciditaiten die untenstehenden relativen 
Reaktionsgeschwindigkeiten. 





Beilagen- +103 Relative Reaktions- 
Nr. Py 2 geschwindigkeiten 
5 5,1 7 47 
6 5,45 9 61 
7 5,8 12,4 84 
8 6,8 14,8 100 











Versuchsrethe 3. 


Methode wie in Versuchsreihe 2. Fiinf Acidititen kamen 
zur Untersuchung, p,, = 6,3, 6,8, 6,9, 7,6 und 8,6. Die Ver- 
suchsreihe 3 findet man in den Beilagen 9—13 zusammen- 
gestellt. Setzt man wie oben die Reaktionsgeschwindigkeit fiir 
die Reaktion, bei welcher die Wasserstoffionenkonzentration 
dem Wert p,, = 6,8 entspricht, gleich 100, erhilt man bei den 
verschiedenen Aciditiiten die untenstehenden Reaktionsgeschwin- 
digkeiten. 
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Relative Reaktions- 





Beilagen- 
N es talon geschwindigkeiten 
9 6,3 | 14,1 101 
10 6,8 | 13,9 100 
11 6,9 | 18,5 97 
12 7,6 8,7 63 
13 8,6 2,4 17 











Die Resultate der Versuchsreihen 2 und 3 sind mit py, als 
Abszisse und die relative Reaktionsgeschwindigkeit als Ordinate 
in Fig. 2 graphisch dargestellt. 

Aus dieser geht hervor, daB die Ptyalinwirkung, gemessen 
durch die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten, bei einer Aci- 
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ditit von p, = 6,5 am gréBten ist. Meine Untersuchungen 
haben folglich den von Amandus Hahn gefundenen Optimal- 
punkt (6,4—6,5) bestatigt. Durch Extrapolation der Kurve in 
Fig. 2 geht hervor, daB das Ptyalin im Magen hiéchstens 3°/, 
seiner maximalen Wirksamkeit entfalten kann, folglich praktisch 
unwirksam ist. 


3. Abhangigkeit der Malzamylasewirkung von der 
Kochsalzmenge. 


Versuchsreihe 4. 


Die Starkespaltung, katalysiert von 3 ccm Malzamylase- 
lisung B, fand in Gegenwart von verschiedenen Kochsalzmengen, 
14* 
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0, 50, 100, 200, 1000 und 5000 mg, statt. p,, der Phosphat- 
lésung = 5. Temp. 37° In den Beilagen 14—19 findet man 
die Ziffernresultate. Die Reaktionsgeschwindigkeit fir die 
Reaktion, bei welcher kein Kochsalz benutzt wurde, ist mit 
100 bezeichnet. 











Beilagen- | Kochsalz k10° Relative Reaktions- 
Nr. in mg geschwindigkeiten 
14 0 19 100 
15 50 19 100 
16 100 19 100 
17 200 19 100 
18 1000 18 95 
19 5000 15 19 











Aus dieser Tabelle geht hervor, da Kochsalz, in 
Gegenwart von so viel Alkaliphosphat, wie hier, nicht 
aktivierend wirkt. Dieses Ergebnis stimmt mit denjenigen 
verschiedener Forscher (Effront, Hahn und Harpuder) 
iiberein. 


4. Abhangigkeit der Ptyalinwirknng von der 
Kochsalzmenge. | 
Versuchsrethe 5. 


In Gegenwart von verschiedenen Kochsalzmengen, 16, 32, 
64, 128 und 250 mg, fand die Starkespaltung statt. p,, der 
Phosphatlésung = 6,5. Temp. 37°. 0,5 ccm Ptyalinlésung II. 
In den Beilagen 20—24 sind die Ziffernresultate wiederzufinden. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Reaktion, bei welcher 
128 mg Kochsalz gebraucht wurden, ist mit 100 bezeichnet. 
Man erhilt die folgenden relativen Reaktionsgeschwindigkeiten. 





Beilagen- | Kochsalz k-10! Relative Reaktions- 
Nr. in mg geschwindigkeiten 
20 16 49 89 
21 32 50 91 
22 64 54 98 
23 128 55 100 
24 250 52 94,5 
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Versuchsreihe 6. 


Die Kochsalzmengen in den verschiedenen Reaktionskolben 
waren 250, 500, 1000, 2000 und 4000 mg. Im iibrigen wie 
in der vorigen Versuchsreihe. In den Beilagen 25—29 findet 
man diese Versuchsreihe zusammengestellt. Die Reaktions- 
geschwindigkeit fiir die Reaktion, bei welcher 250 mg Kochsalz 
Anwendung fanden, ist mit 94,5 bezeichnet. Die relativen 
Reaktionsgeschwindigkeiten gehen aus der untenstehenden 
Tabelle hervor. 














Beilagen- | Kochsalz k-10¢ Relative Reaktions- 
Nr. in mg geschwindigkeiten 
25 250 56 94,5 
26 500 54 92 
27 1000 50 85 
28 2000 44 15 
29 4000 35 59,5 











Versuchsrethe 7. 


Die Stirkespaltung wurde in Gegenwart von 0, 2, 4, 8 
und 16 mg Kochsalz untersucht. Sonst genau wie in der 
Versuchsserie 6. In den Beilagen 30—34 sind die Ziffern- 
resultate wiederzufinden. Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die 
Reaktion, bei welcher 16 mg Kochsalz benutzt wurden, ist 
mit 89 bezeichnet. 








Beilagen- | Kochsalz Relative Reaktions- 
. k -104 Pa 5 

Nr. in mg geschwindigkeiten 
30 0 _* 
$1 2 28 58 
32 4 35 12,5 
33 8 39 81 
34 16 43 89 











Die Resultate der Versuchsreihen 5—7 sind in Fig. 3 
graphisch dargestellt. 

Aus dieser geht hervor, daB Kochsalz in besonders hohem 
rade den Speichel aktiviert. Das Maximum liegt etwa bei 
der Normalitit 0,017. Das Maximum ist doch sehr flach. Bei 
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weiter steigender NaCl-Konzentration sinkt dann die Ptyalin- 
wirkung wieder und die Herabsetzung der Enzymwirkung ist 
direkt proportional zu den Kochsalzmengen. Das Optimum 
erstreckt sich etwa von 1—1,6°/,, (nach Bang 0,5°/,,). Der 


fet.k. 


L100 


I0 
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: ee, 
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50 700 750 200 250 
Fig. 3. 


physiologische NaCl-Gehalt des Speichels variiert zwischen 
0,5 °/,>—2 °/,). Sieht man von den extremen Werten beider- 
seits ab, so stimmt das gefundene Optimum sehr wohl mit 
dem Chlornatriumgehalt des Speichels tiberein. In 4°/, iger 
Kochsalzlésung ist die Reaktionsgeschwindigkeit 60°/, von der 
optimalen. 


5. Temperaturkoeffizient der Stairkespaltung 
durch Malzamylase. 


Bekanntlich gilt fiir die Abhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeiten von der Temperatur, auch wenn die Re- 
aktionen durch Enzyme katalysiert werden, in recht weiten 
Grenzen die Formel von Arrhenius: 

(A(T, — T;) 





h=h,e ®t , 
wo 4 eine Konstante bedeutet, A die Gaskonstante und 7, 
bzw. 7, die den Reaktionsgeschwindigkeiten k, und hk, ent- 
sprechenden absoluten Temperaturen. 
Aus der obigen Temperaturformel ergeben sich die folgen- 
den Hilfsformeln: 
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log (7) 7, -Ty2 
Preis * Poh Reel 
M (T, — T;) 


und 
A-M(T,—T) 
logk, = logk, + - ae _ a 


wo M= loge = 0,4348... 





Versuchsrethe 8. 


Die Stirkespaltung, katalysiert von 5 ccm Malzamylase- 
lisung C, wurde bei verschiedenen Temperaturen 0°, 10°, 20° 
und 30° untersucht. py der Phosphatlésung = 5,5. In den 
Beilagen 35—38 sind die Ziffernresultate wiederzufinden. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit bei 0° ist mit 100 bezeichnet. Das 
Ergebnis dieser Versuchsreihe war folgendes: 














B il 7 : . i: . ” 
eilagen ‘Seneeiatiin 103 Relative Reaktions 
Nr. geschwindigkeit 
35 0° 1,8 100 
36 10 5,9 330 
37 20 13 720 
38 30 26 1440 
. : ke ; 
Wenn die ‘Temperaturkoeffizienten = und die Tem- 
1 


peraturkonstanten von Arrhenius, 4, ausgerechnet werden, 
erhilt man: 

















Beilagen- Temperatur- ke 
, —— A 
Nr. gebiet ky 
35—36 0—10° 3,3 18300 
36—37 10—20 2,2 13100 
37—38 20—30 2,0 12300 


Versuchsrethe 9. 


Hier kam die Starkespaltung bei drei Temperaturen zur 
Untersuchung, 30°, 36,5° und 40°. 4 ccm Malzamylaseliésung C. 
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In den Beilagen 39—41 findet man diese Versuchsreihe zu- 
sammengestellt. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei 30° ist mit 
1440 bezeichnet. 
































eilagen a k- 108 Relative Reaktions 
Nr. geschwindigkeit 
39 80° 21 1440 
40 36,5° 28 1920 
41 40° 32 2200 
Beilagen- Temperatur- Ay A 
Nr. gebiet ky 
39—40 30—36,5° 1,3 8300 
40—41 36,5—40° 1,1 7400 
39, 41 30—40° 1,5 8000 











Versuchsrethe 10. 


Die Starkespaltung wurde hier bei sechs Temperaturen 
untersucht, 0°, 10°, 20°, 30°, 37° und 40°. py der Phosphat- 
lésung 5,4. 5 ccm Malzamylaselésung D. Die Ziffernresultate 
sind in den Beilagen 42—47 wiederzufinden. Die Reaktions- 
geschwindigkeit bei 0° ist mit 100 bezeichnet. 

















Beieer | crempentur | 1-108 eae ee 
42 0° 2,6 100 
43 10 8,2 315 
44 20 18 690 
45 30 35 1350 
46 37 49 1900 
47 40 55 2110 











Wenn man die Temperaturkoeffizienten = und die Tem- 
1 


peraturkonstanten von Arrhenius, 4, ausrechnet, wird das 
Ergebnis: 
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Beilagen- Temperatur- Ls A 
Nr. gebiet k, 
42—43 0—10° 3,2 17800 
43—44 10—20 2,2 13050 
44—45 20—30 1,9 11800 
45—46 30—37 1,4 9100 
46—47 37—40 is 7450 
45, 47 30—40 1,6 8550 











Versuchsrethe 11. 


5 ccm Malzamylaselésung E. Ubrigens wie in Versuchs- 
reihe 10. In den Beilagen 48—53 sind die Ziffernresultate 
wiederzufinden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei 0° ist mit 
100 bezeichnet. 











Beige | cempertr | cvsor [Pam Ree 
48 0° 3,5 100 
49 10 11 315 
50 20 23 660 
51 30 46 1320 
52 37 63 1800 
53 40 70 2000 











Wenn die Temperaturkoeffizienten ES und die Tem- 
1 
peraturkonstanten von Arrhenius, 4, ausgerechnet werden, 


erhalt man: 

















Beilagen- ‘Temperatur- ke 
Nr. gebiet Ty 4 
48—49 0—10° 3,1 17700 
49—50 10—20 2,1 12400 
50—51 20—30 2,0 12300 
51—52 30—37 1,4 8450 
52—538 87—40 1,1 6800 
51, 58 30—40 1,5 7800 
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Berechnet man den Durchschnittswert fiir die Koeffi- 
zienten in den Versuchsreihen 8—11, ergibt sich folgendes: 








Temperatur- ke 

gebiet hy s 
0—10° 3,2 17 900 

10—20° 2,2 12 800 

20—30° 2,0 12 100 

30—37° 1,4 8600 

37—40° 1,1 7200 

80—40° 1,5 8200 








Die in den verschiedenen Versuchsreihen erhaltenen Re- 
aktionsgeschwindigkeiten sind in der nachstehenden Fig. 4, in 
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Kurve 1, 2 und 3 zusammengestellt, und diese Kurven ent- 
sprechen in genannter Ordnung die Ergebnisse der Versuchs- 
reihen 8—9, 10 und 11. 

Aus meinen Untersuchungen geht hervor, daB die Malz- 
amylase einen Teil ihrer Aktivitét noch bei 0° behialt, dab 
der Wert des Temperaturkoeffizienten (/,,,):4,) bei Erhéhung 
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der Temperatur sinkt. Dies stimmt mit dem Ergebnis iiber- 
ein, das schon Miiller-Thurgau in seinen Untersuchungen 
iiber Malzamylase gefunden hat. Die Konstante 4 der 
Arrheniusschen Temperaturformel hat im Gebiet von 0—10° 
einen Wert von etwa 18000, 10—20° 13000, 20—30° 12000 
und 30—40° 8000. A ist folglich zwischen 10 und 30° ziem- 
lich konstant. Spiter sinkt der Temperaturkoeffizient stark, 
zum Teil vielleicht deswegen, weil sich die elektrolytische Disso- 
giation der Malzamylase oder die Dissoziation Amylase-Stirke 
indert. 


6. Temperaturkoeffizient der Starkespaltung 
durch Ptyalin. 


Auch was den Temperaturkoeffizienten der Starkespaltung 
durch Ptyalin anbetrifft, habe ich einige Untersuchungen aus- 
gefiihrt. 


Versuchsrethe 12. 

Px der Phosphatlésung = 6,5. 1 ccm Ptyalinlésung ILI 
wurde zur Verzuckerung verwendet, welche in Gegenwart von 
100 mg NaCl bei 37° ausgefiihrt wurde. Die Reaktion kam 
bei folgenden Temperaturen zur Untersuchung, namlich 2°, 10°, 
20°, 30°, 40° und 45° Die Ziffernresultate sind in den Bei- 
lagen 54—59 wiederzufinden. Ich habe die Reaktionsgeschwin- 
digkeit bei 2° mit 100 bezeichnet. 











pee | cnpenter | as ee 
54 20 10 100 
55 10 22,6 230 
56 20 50 500 
51 30 94 950 
58 40 150 1500 
59 45 184 1850 











Wenn man die Temperaturkoeffizienten a und die Tem- 


peraturkonstanten von Arrhenius, 4, ausrechnet, erhalt man 
folgendes Ergebnis: 





naa 
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Beilagen- Temperatur- kg 
r ; A 

Nr. gebiet ky 
54—55 2—10° 2.3 16000 
D5—56 10—20° 2,2 13100 
56—57 20—30” 1,9 11400 
57—58 30—40° 1,6 8900 
58—59 40—45” 1,2 7950 


Versuchsrethe 13. 
py der Phosphatlésung = 6,5. 1 ccm Ptyalinlésung III. 
Die Verzuckerung wurde in Gegenwart von 2 mg NaCl und 
bei den Temperaturen 40° und 45° ausgefiihrt. In den Bei- 
lagen 60—61 sind die Ziffernresultate wiederzufinden. 








— Temperatur k- 104 
60 40 85 
61 45 17 








: ; k, 
Wenn man die T’emperaturkoeffizienten " ausrechnet, er- 


halt man 0,9 als Wert auf diese, und die Temperaturkonstante 
von Arrhenius, 4, wird negativ. 





Versuchsreihe 14. 
Pu der Phosphatlésung = 6,5. Zur Verzuckerung bei 
den Temperaturen 0,5° und 10° wurden 4 ccm Ptyalinlésung IV 
in Gegenwart von 8 mg NaCl verwendet, aber bei den Tem- 
peraturen 10°, 20°, 30° und 40° nur 2 ccm Ptyalinlésung IV 
in Gegenwart von 4 mg NaCl. In den Beilagen 62—67 sind 
die Ziffernresultate wiederzufinden. 














a: _ Temperatur k- 104 
62 0,5° 27 
63 10 18 
64 10 35 
65 20 73 
66 30 130 
67 40 170 
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Werden die Temperaturkoeffizienten 2. und die Tem- 


peraturkonstanten von Arrhenius, 4, ausgerechnet, ergibt 
sich folgendes: 











Beilagen- Temperatur- ke 
, A 
Nr. gebiet k, 
62—63 0,5—10° 2,7 16200 
64—65 10—20 2,1 12000 
65—66 20—30 1,8 10000 
66—67 30—40 1,3 5100 











Versuchsrethe 15. 


Px der Phosphatlésung = 6,5. 1 ccm Ptyalinlésung IV 
wurde zur Verzuckerung verwendet, welche in Gegenwart von 
2mg NaCl bei 37° ausgefiithrt wurde. Die Reaktion kam bei 
folgenden Temperaturen zur Untersuchung, nimlich 10°, 20°, 
30° und 39,5° Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 
68—71 wiederzufinden. 











Bei - 
se _ Temperatur + 10* 
68 10° 15,5 
69 20 32 
70 30 56 
771 39,5° — «6T 








In folgender Tabelle sind die Temperaturkoeffizienten _s 


und die Temperaturkonstanten von Arrhenius, A, ausgerechnet. 




















Beilagen- Temperatur- ky 
y . “a A 
Nr. gebiet ky, 
68—69 10—20° 2,1 12000 
69—70 20—30° 1,8 9950 
70—71 30—39,5° 1,2 3600 
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Wie aus den Versuchsreihen 12—15 hervorgeht, ist der 
Temperaturkoeffizient fiir das Temperaturgebiet 10—30° etwa 2. 
Fiir dasselbe Temperaturgebiet ist 4 gleich 12000. Fir das 
Temperaturgebiet 0—10° ist die Temperaturkonstante von 
Arrhenius héher, etwa 16000. Von 0—380° scheint 4 ziem- 
lich unabhangig von der Kochsalzmenge zu sein. Bei héheren 
Temperaturen steht A dagegen in groBer Beziehung zur Koch- 
salzmenge. Man kann dies schon bei 30° bemerken. Bei optimaler 
Menge NaCl (100 mg) wird 4 fiir das Temperaturgebiet 30—40° 
etwa 9000, vermindert man aber die Kochsalzmenge zu 4 und 
2mg, erhalt man 4 gleich 5000 bzw. 3500. Fir das Tem- 
peraturgebiet 40—45° ist A bei optimaler Menge NaCl gleich 
8000, wird aber in Gegenwart von nur 2 mg NaCl negatiy. 
Der Temperaturkoeffizient vermindert sich stark bei héheren 
Temperaturen, méglicherweise zum Teil deswegen, weil sich 
die Verbindung Ptyalin—NaCl dissoziiert und dies um so mehr, 
je kleiner die Kochsalzmenge, : 


7. Der Temperaturkoeffizient von Arrhenius, 4, als 
Funktion der Kochsalzmenge in dem Temperatur- 
gebiete 30—40° bei Ptyalinwirkung. 


Das Ergebnis im vorstehenden Kapitel hat mir Ver- 
anlassung gegeben, mehrere Untersuchungen iiber das Ver- 
haltnis des Temperaturkoeffizienten von Arrhenius, A, im Ten- 
peraturgebiet 30—40° bei verschiedenen Kochsalzkonzentrationen 
zu machen. 


Versuchsreihe 16. 


Die Stirkespaltung, katalysiert von 1 ccm Ptyalinlésung IU], 
wurde bei optimalem py und mit wechselnden Mengen von 
Kochsalz, 8, 100, 400, 800 und 1600 mg, bei den T'emperaturen 
30 und 40° untersucht. In den Beilagen 72—81 sind die 
Ziffernresultate wiederzufinden. 





Uber den Temperaturkoeffizienten der Stirkespaltung. 








217 








Beilagen- 


In nachstehender Tabelle sind die Resultate von der Ver- 
suchsreihe 16 mit den Ergebnissen von den Versuchsreihen 14 
bis 15 zusammengestellt. 











N aCl 


in mg 


800 





1600 


Temperatur 


40° 
30 
40 
30 
40 
30 
40 
30 
40 
30 





124 


151 


140 


132 


121 


















































































Beilagen- NaCl Kg A 
Nr. in mg ky 
70—T71 2 1,20 8600 
66—67 4 1,31 5100 
12—18 ~ 1,41 6500 
14—15 100 1,59 8800 
16—T7 400 1,49 7550 
78—79 800 1,42 6650 
80—81 1600 1,31 5100 
A 
I000 norgerees 
4 a 
SOOO 
—— 
7000 
6000 
5000 
“7 
wag Naile 
ae 700 200 300 400 300 













918 Efr. Ernstrém, 


In Fig. 5 ist 4A als Funktion von der Kochsalzmenge dar- 
gestellt. 

Aus der Figur geht hervor, daB 4 am gréBten bei einer 
Kochsalzmenge von 100 mg ist. Das Optimum erstreckt sich 
etwa von 100—150 mg NaCl, entsprechend 1—1,5°/,,. Bei 
derselben Kochsalzkonzentration liegt das Optimum der Ptyalin- 
wirkung. Dieses erstreckt sich, wie aus Fig. 3 hervorgeht, 
etwa von 1—1,6 °/,,. 


8. Steht der Temperaturkoeffizient von Arrhenius 4 
in Beziehung zur Aciditit? 


Bei einigen Enzymen hat man konstatiert, daB die Tem- 
peraturkonstante von Arrhenius A eine Funktion der 
Aciditait ist.7’) Um festzustellen, wie das Verhaltnis mit Amy- 
lasen, besonders Ptyalin, in diesem Falle ist, habe ich einige 
Bestimmungen von A bei verschiedenen Aciditiiten ausgefiihrt. 


Versuchsrethe 17. 


Die Verzuckerung, katalysiert von 2 ccm Ptyalinlésung I, 
wurde bei optimaler Kochsalzmenge (100 mg) und verschiedenen 
Acidititen (p, = 5,1, 5,9, 6,4, 6,8) bei Temperaturen von 30 
und 40° untersucht. Als Puffer wurde 0,29-Normalphosphat- 
lésung angewendet. 

















—— Py | Temp. | &-10* 
82 40° 110 
83 1 11 30° 69 
84 40° 22 
5,9 
85 30° 138 
86 40° 235 
87 64 30° 147 
88 40° 221 
89 - 30° 139 
° P , k ‘ 
In folgender Tabelle sind die Temperaturkoeffizienten 3 
30 


und die Temperaturkonstanten 4A ausgerechnet und zusammet- 
gestellt. 








Uber den Temperaturkoeffizienten der Stiirkespaltung. 





Beilagen- Pir | Fao t eo A 














Nr. 
82—83 5,1 1,59 8850 
84—85 5,9 1,59 8850 
86—87 6,4 1,60 8900 
88—89 6,8 1,59 | 8850 











Aus obiger Tabelle geht hervor, daB die ‘Temperatur- 
konstante A sich bei verschiedenen Acidititen konstant verhalt 
und bei Starkespaltung durch Ptyalin nicht eine Funktion von 
der Aciditit ist. 


9. Erhalt erhitzte Malzamylase die verlorene 
Aktivitit wieder? 


Versuchsreihe 18. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 5 ccm Malzamylase- 
ldsung # mit 5 ccm Phosphatlésung 60 Minuten lang auf 55° 
gehalten. p, der Phosphatlésung = 5,9. Nach der Erhitzung 
wurde die Lésung in einer Roéhre sofort zur Starkeverzuckerung 
verwendet, welche bei optimalem p,, (5) bei 37° ausgefiihrt 
wurde. Gleichzeitig wurde eine Verzuckerung mit 5 ccm nicht 
erhitzter Malzamylaseliésung ausgefiihrt. In der folgenden 
Tabelle ist die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Stirkespaltung, 
welche mit nicht erhitzter Enzymlésung katalysiert wurde, 
mit 100 bezeichnet. 








Beilagen- ; 3 Relative Reaktions- 
Nr. Eehiteung “es geschwindigkeiten 
90 nicht erhitzt 26 100 
91 1 Stunde auf 55° 13 50 











Versuchsreihe 19. 


Zwei andere Réhren mit Enzym- und Phosphatlésung 
wurden erhitzt. Die erste wurde nach der Erhitzung bei 
Zimmertemperatur und die zweite bei 0° 4 Tage lang auf- 
bewahrt, wonach die Liésungen zur Verzuckerung wie in Ver- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 15 
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suchsreihe 18 verwendet wurden. Gleichzeitig wurde eine Ver- 
zuckerung mit 5 ccm nicht erhitzter Enzymlésung ausgefiihrt. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Verzuckerung mit der 
nicht erhitzten Enzymlésung ist in der folgenden Tabelle mit 
100 bezeichnet. 


























Beilagen- =e 3 | Relat. Reaktions- 
Ne Erhitzung Aufbewahrung | &-10 geschwindigkeit, 
92 nicht erhitzt | bei Zimmertemp.| 22 100 
93 60 Min. auf 55° | bei Zimmertemp.| 11 50 
94 60 Min. auf 55° bei 0° 11 50 


Aus den Versuchsreihen 18—19 geht hervor, daB Malz- 
amylase, die durch Erhitzung teilweise inaktiviert worden ist, 
nicht ihre verlorene Aktivitaét wiedergewinnt. Aus der Ver- 
suchsreihe 18 geht hervor, daB die Enzymlésung zur Hilfte 
inaktiviert ist und diese Inaktivierung zur Halfte zuriickbleibt. 
auch bei Verwahrung mehrerer Tage bei verschiedenen T'em- 
peraturen. 


10. Abhingigkeit der Temperaturempfindlichkeit der 
Malzamylase von der Aciditit. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 5 ccm Malzamylase- 
lésung # mit 5 ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei verschie- 
dener Aciditit 60 Minuten lang auf 55° gehalten. Nach der 
Erhitzung wurden die Lésungen zur Starkeverzuckerung ver- 
wendet, welche bei p, = 5,5 bei 37° ausgefiihrt wurde. Zur 
Verzuckerung wurde die Hilfte jeder Lésung verwendet, folglich 
2,5 com Enzymlésung. Die andere Hialfte jeder Lésung wurde 
zur Bestimmung des p,, gebraucht. 


Versuchsrethe 20. 


Py der erhitzten Enzymphosphatlésungen waren 4,40, 5,05, 
5,45, 5,90 und 6,30. Die Ziffernresultate sind in den Bei- 
lagen 95—99 wiederzufinden. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
bei p, = 5,90 ist mit 100 bezeichnet. 
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Beilagen- p ke «104 Relative Reaktions- 
Nr. H geschwindigkeiten 
95 4,40 aie ~ 
96 5,05 15 18 
97 5,45 53 64 
98 5,90 82 100 
99 6,30 60 73 











Versuchsrethe 21. 
py der erhitzten Enzymphosphatlésungen waren 4,80, 5,16, 
5,52 und 5,95. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 
100—103 wiederzufinden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei 
Dy = 5,95 ist mit 100 bezeichnet. 





Beilagen- p k -104 Relative Reaktions- 
Nr. H geschwindigkeiten 
100 4,80 a ‘ai 
101 5,16 . 24 
102 5,52 25 | 15 
108 5,95 15 100 











Versuchsreihe 22. 

Py der erhitzten Enzymphosphatlésungen waren 5,86, 6,43, 
6,64 und 6,84. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei p,, = 5,86 
ist mit 100 bezeichnet. In den Beilagen 104—107 sind die 
Ziffernresultate wiederzufinden. 





Relative Reaktions- 


Beilagen- — 
Nr. Py #-10 geschwindigkeiten 
104 5,86 79 100 
105 6,42 27 34 
106 6,64 5 6 
107 6,84 - ia 











In Fig. 6 sind die Resultate der Versuchsreihen 20—22 
zusammengestellt. Die relative Reaktionsgeschwindigkeit ist 
als Funktion von p, dargestellt. 

Man sieht aus Fig. 6, daB ein sehr ausgeprigtes Maximum 
der Empfindlichkeit bei etwa p,, = 5,9 liegt. Wie aus Unter- 


15* 
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suchungen von vy. Euler und Svanberg hervorgeht, liegt das 
Maximum der Wirksamkeit bei etwa p, = 5. Folglich liegt 
das Maximum der Stabilitit nicht bei der Aciditat der gréBten 


Ret. &. 















































Pe. 
Ja 


Wirksamkeit. Das Maximum der Stabilitét ist ein wenig nach 
der alkalischen Seite verschoben. 

Ich habe die Aktivitét auch nach einstiindiger Erhitzung 
auf 50° mit Phosphatlésung als Puffer untersucht. 


C 7 Py 
Fig. 6. 


Versuchsrethe 23, 

Die Methode wie in Versuchsreihe 20. Die Verzuckerung, 
katalysiert durch 2 ccm Malzamylaselésung 4, fand bei p, = 5,4 
und bei 37° statt. p,, der erhitzten Liésungen waren 4,22, 
5,00, 5,55, 5,93, 6,38 und 6,81. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
bei py = 5,93 ist mit 100 bezeichnet. Die Ziffernresultate 
sind in den Beilagen 108—113 wiederzufinden. 














Beilagen- 1.408 | Relative Reaktions- 
Nr. Py geschwindigkeiten 
108 4,22 1 6 
109 5,00 15 88 
110 5,55 16 94 
111 5,93 17 100 
112 6,38 15 88 
118 6,81 2 12 











In Fig. 7 ist die relative Reaktionsgeschwindigkeit als 
Funktion von p,, dargestellt. 
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Aus dieser geht hervor, dab das Maximum der Stabilitat 
bei etwa py = 5,9 liegt, in guter Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen der Versuchsreihen 20—22. 
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Die Aktivitat wurde nach 1 stiindiger Erhitzung auf 50° 
in Gegenwart von Kochsalz mit Phosphat als Puffer untersucht. 


Versuchsreihe 24. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 5 ccm Malzamylase- 
lésung #, 5 com 0,29-Normalphosphatlésung und 1 ccm 1-Nor- 
malkochsalzlésung 60 Minuten lang bei verschiedener Aciditat 
(Py = 5,95, 6,11, 6,39, 6,73 und 6,80) auf 50° gehalten. Nach 
der Erhitzung wurde die Hilfte jeder Lisung zur Starkever- 
zuckerung verwendet, welche bei p, = 5,9 bei 37° ausgefiihrt 
wurde, Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 114—118 
wiederzufinden. Ich habe die Reaktionsgeschwindigkeit bei 
Py = 5,95 mit 100 bezeichnet. 











Beilagen- 3 | Relative Reaktions- 
Nr. Py ile geschwindigkeiten 
114 5,95 28 100 
115 6,11 23 82 
116 6,39 22 78,6 
117 6,73 8 28,6 
118 
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Versuchsrethe 25. 


Methode wie in Versuchsreihe 24. Die Lésungen wurden 
bei py = 4,26, 5,13, 5,53, 5,72 und 5,95 1 Stunde lang auf 
50° erhitzt. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 119—123 
wiederzufinden. Die relative Reaktionsgeschwindigkeit be; 
Py = 5,95 ist mit 100 bezeichnet. 














Beilagen- 493 | Relative Reaktions- 
Nr. Py aliens geschwindigkeiten 
119 4,26 3,6 14 
120 5,13 22 84,6 
121 5,538 25 96 
122 5,72 26 100 
123 5,95 26 100 











In Fig. 8 sind die Resultate der Versuchsreihen 24—25 
zusammengestellt. Die relative Reaktionsgeschwindigkeit ist 
als Funktion von p,, dargestellt. 
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Aus der Figur geht hervor, daB die Kurve mit dieser in 
Fig. 7 sehr gut iibereinstimmt. Das Maximum der Stabilitat 
liegt bei etwa p, = 5,9. Das Kochsalz in 0,09 n-Lésung 
scheint folglich keinen EHinfluB auf die Stabilitét auszuiiben. 

In den vorigen Versuchen iiber die Abhangigkeit der 
Temperaturempfindlichkeit der Malzamylase von der Aciditit 
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ist Alkaliphosphat als Puffer benutzt. Ich habe auch einen 
Versuch mit Natriumacetat als Puffer ausgefiihrt. 


Versuchsrethe 26. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 8 ccm Malzamylase- 
lisung A mit 10 ccm 0,1-Normalnatriumacetatlisung bei ver- 
schiedener Aciditit (p, = 4,01, 5,17, 5,87, 6,28 und 6,62) 
60 Minuten lang auf 55° gehalten. Nach der Erhitzung wurde 
die Halfte jeder Lésung zur Stirkeverzuckerung verwendet, 
welche bei optimalem p,, (5) bei 37° ausgefiihrt wurde. Die 
Verzuckerung wurde folglich durch 4 ccm Enzymlésung kata- 
lysiert. Die andere Hialfte jeder erhitzten Lésung wurde zur 
Bestimmung von p, gebraucht. Als die erhitzte Enzymacetat- 
lisung mit p, = 5,17 in der Reaktionsmischung war, ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit mit 100 bezeichnet. Die Ziffern- 
resultate sind in den Beilagen 124—128 wiederzufinden. 





Beilagen- k «102 Relative Reaktions- 
Nr. H geschwindigkeiten 
124 4,01 0,6 3 
125 5,17 21,3 100 
126 5,87 20,6 96,7 
127 6,28 17 79,8 
128 6,62 8,6 40,4 











Versuchsrethe 27. 


Methode wie in der vorigen Versuchsreihe. p, der er- 
hitzten Enzymacetatlisungen 4,61, 5,06 und 6,75. Ubrigens 
wie in Versuchsserie 26. Als die erhitzte Enzymacetatlésung 
mit p,, = 5,06 in der Reaktionsmischung war, ist die Reaktions- 
geschwindigkeit mit 100 bezeichnet. In den Beilagen 129—131 
sind die Ziffernresultate wiederzufinden. 





Beilagen- k-103 Relative Reaktions- 
Nr. Py ; geschwindigkeiten 
129 4,61 14 67 
130 5,06 21 100 

28,5 
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Die Resultate der Versuchsreihen 26—27 sind in Fig. 9 
graphisch dargestellt. In dieser Figur ist die relative Reaktions- 
geschwindigkeit als Funktion von p,, dargestellt. 
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Aus der Figur geht hervor, daB ein sehr ausgeprigtes 
Maximum der Stabilitaét oder ein Minimum der Empfindlichkeit 
bei p, = 5,5 liegt. 

Im folgenden Versuch zur Bestimmung der Abhingigkeit 
der Temperaturempfindlichkeit der Malzamylase von der Aci- 
ditiit ist als Puffer Calciumacetat benutzt. 


Versuchsrethe 28. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 8 ccm Malzamylase- 
lésung G mit 10 ccm 0,1-Normalcalciumacetatlésung bei ver- 
schiedener Aciditit (p,, = 4,69, 5,01, 5,65, 5,91, 6,28, 6,55 
und 6,94) 60 Minuten lang auf 55° gehalten. Nach der Er- 
hitzung wurde die Hialfte jeder Lésung zur Starkespaltung 
verwendet, welche bei p,, = 5,6 bei 37° ausgefiihrt wurde. Die 
Starkespaltung wurde folglich durch 4 ccm Enzymlésung kata- 
lysiert. Die andere Halfte der erhitzten Lésungen wurde zur - 
Kontrollierung von p,, gebraucht. Als die erhitzte Malzamylase- 
calciumacetatlésung mit p, = 5,65 in der Reaktionsmischung 
war, ist die Reaktionsgeschwindigkeit mit 100 bezeichnet. Die 
Ziffernresultate sind in den Beilagen i82—138 wiederzufinden. 
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Beilagen- k-103 | Relative Reaktions- 
Nr. Py geschwindigkeiten 
132 4,69 5 29 
133 5,01 14 82 
134 5,65 17 100 
135 5,91 13 76 
136 6,28 5 29 
137 6,55 3 2 
138 6,94 0 0 











Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in Fig. 10 graphisch 
dargestellt. 

Aus dieser geht hervor, daB ein Maximum der Stabilitat 
baw. ein Minimum der Empfindlichkeit bei etwa p,, = 5,5 liegt. 
Dies stimmt sehr gut mit dem vorigen Versuchsresultat iiberein. 
Bei der Aciditit, deren Wasserstoffionenkonzentration dem Wert 
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Fig. 10. 


Py = 5,5 entspricht, liegt nimlich auch, wie aus Fig. 9 hervor- 
geht, das Maximum der Stabilitit, wenn Natriumacetat als 
Puffer verwendet wird. Wenn aber Phosphat als Puffer ge- 
braucht wird, scheint das Maximum ein wenig nach alkalischer 
Seite verschoben zu werden. In diesem Falle liegt nimlich 
das Maximum der Stabilitaét bei p,, = 5,9. 
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11. Abhingigkeit der Temperaturempfindlichkeit des 
Ptyalins von der Aciditat. 


Versuchsrethe 29. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 2 ccm Ptyalinlésung IV 
mit 10 ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei verschiedener Aci. 
ditit (p,, = 5,66, 5,97, 6,41, 6,80 und 7,54) 60 Minuten lang 
auf 50° gehalten. Nach der Erhitzung wurde die Hilfte jeder 
Lésung zur Stirkeverzuckerung verwendet, welche bei optimalem 
Py (= 6,5) und in Gegenwart von 100 mg NaCl bei 37° aus- 
gefiihrt wurde. Die Verzuckerung wurde folglich durch 1 ccm 
erhitzte Enzymlésung katalysiert. Die andere Hialfte jeder 
erhitzten Lésung wurde zur Kontrollierung von p, gebraucht. 
Als die erhitzte Ptyalinphosphatlésung mit p, = 5,97 in der 
Reaktionsmischung war, ist die Reaktionsgeschwindigkeit mit 
100 bezeichnet. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 139 
bis 143 wiederzufinden. 














Beilagen- i 104 Relative Reaktions- 
Nr. Pu geschwindigkeiten 
139 5,66 13 90 
140 5,97 81 100 
141 6,41 72 89 
142 6,80 60 74 
143 7,54 12 15 

het & 
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Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in Fig. 11 graphisch 
dargestellt. 

Die Fig. 11 zeigt, daB die Temperaturstabilitit des Ptyalins 
stark von der Aciditit abhingig ist. Das Ptyalin ist am 
stabilsten bei p,, = 6,0—6,1, also in etwas saurerer Lésung 
als der maximalen Wirkung (6,4A—6,5) entspricht. 


12. Abhingigkeit der Temperaturempfindlichkeit des 
Ptyalins von der Kochsalzmenge. 


Versuchsreihe 30. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 1 ccm Ptyalinlésung V, 
5cecm 0,29-Normalphosphatlésung, verschiedene Mengen von 
Kochsalz (0, 5, 25, 100, 1000 und 2000 mg) und Wasser bis 
11 ccm Mischung 60 Minuten lang bei optimalem py (6,0) auf 
55° gehalten. Nach der Erhitzung wurden die Lésungen zur 
Stirkeverzuckerung verwendet, welche bei optimalem py (= 6,5) 
in Gegenwart von 2000 mg NaCl bei 37° ausgefiihrt wurde. 
Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 144—149 wiederzv- 
finden. In der folgenden Tabelle habe ich die Reaktions- 
geschwindigkeit mit 100 bezeichnet, wenn die Verzuckerung 
von der erhitzten Lésung katalysiert wurde, in welcher 100 mg 
NaCl vorhanden war. 








Relative Reaktions- 


Beilagen- NaCl in 
k .104 rie 

Nr. mg geschwindigkeiten 
144 0 4 3,6 

145 5 56,5 59 

146 25 106,4 96 

147 100 111 100 

148 1000 65 58,5 

149 2000 19 17 











Versuchsrethe 31. 


Methode wie in Versuchsserie 30. Die erhitzte Mischung 
enthielt 2 ccm Ptyalinlésung V, 5 ccm 0,29-Normalphosphat- 
lésung, verschiedene Mengen von Kochsalz (25, 50 und 100 mg) 
und Wasser bis 11ccm. In den Beilagen 150—-152 sind die 
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Ziffernresultate wiederzufinden. In der folgenden Tabelle habe 
ich die Reaktionsgeschwindigkeit mit 100 bezeichnet, wenn die 
Verzuckerung von der Lésung katalysiert wurde, in welcher 
bei der Erhitzung 100 mg NaCl vorhanden war. 








Beilagen- NaCl in Relative Reaktions- 
: k. 104 ica 
Nr. mg geschwindigkeiten 
150 25 235 98 
151 50 247 103 
152 100 240 100 











Die Resultate der Versuchsserien 30 und 31 sind in 
Fig. 12 graphisch dargestellt. Die in der Abszisse angegebenen 
mg NaCl beziehen sich auf die erhitzte Lésung (11 ccm). 
Darunter steht die NaCl-Normalitaét. Als Ordinaten sind die 
relativen Reaktionsgeschwindigkeiten gesetzt. 
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Fig. 12. 


Wie aus Fig. 12 hervorgeht, hat der Kochsalzgehalt der 
erhitzten Enzymlésung einen auBerordentlich starken HinfluS 
auf die Stabilitat. Ein Maximum der Stabilitit wird erreicht, 
wenn das Ptyalin in Gegenwart von 50—75 mg NaCl auf 
11 ccm Lésung erhitzt wird; mit anderen Worten, die Stabi- 
litat ist am gréBten in einer ca. 0,1 n-Kochsalzlésung. 

Werden die Stabilitaten bei verschiedenen Kochsalzmengen 
verglichen, so findet man, daB die Stabilitét in einer ca. 0,1 n- 
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Kochsalzlésung etwa 25 mal so gro ist, wie in der praktisch 
kochsalzfreien Liésung. Bei weiter steigender NaCl-Konzen- 
tration sinkt dann die Stabilitit wieder, wie die folgenden 
Zahlen zeigen: 


mg NaCl in 1lecm-Lésug NaCl-Normalitit Rel. Reaktionsgeschw. 


100 0,17 100 
1000 1,7 58,5 
2000 3,4 17 


Die Abnahme der Stabilitét ist direkt proportional zu 
den Kochsalzmengen. Dies geht aus den folgenden Ziffern 
hervor. 


mg NaCl in 11 cem-Lisung Abnahme der Stabilitéit in °/, 
1000 41,5 
2000 82,9 


Wird die Kochsalzkonzentration der gréBten Stabilitat 
mit der Kochsalzkonzentration der gréBten Aktivitat verglichen, 
so findet man, daB erstere etwa 10 mal so groB ist wie letztere. 
Dabei ist doch zu bedenken, daB der EinfluB auf die Aktivitat 
bei 37°, derjenige auf die Stabilitét bei 55° festgestellt ist. 


13. Abhingigkeit der Temperaturempfindlichkeit der 
Malzamylaselésung von der Kochsalzmenge. 


Versuchsrethe 32. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 1 ccm Malzamylase- 
lisung B, 4 ccm 0,29-Normalphosphatlésung, verschiedene 
Kochsalzmengen (0, 25, 50, 100 und 200 mg) und Wasser bis 
11 com Mischung 60 Minuten lang bei optimalem py (6) auf 
00° gehalten. Nach der Erhitzung wurden die Lésungen zur 
Stiirkeverzuckerung verwendet, welche bei pg gleich 5,5 in 
Gegenwart von 200 mg NaCl bei 37° ausgefiihrt wurde. Die 
Ziffernresultate sind in den Beilagen 153—157 wiederzufinden. 
In der folgenden Tabelle habe ich die Reaktionsgeschwindig- 
keit mit 100 bezeichnet, wenn die Verzuckerung von der er- 
hitzten Lisung katalysiert wurde, in welcher 50 mg NaCl vor- 
handen war. 
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Beilagen- NaCl in k. 10° Relative Reaktions- 
Nr. mg geschwindigkeiten 
153 0 58 93,5 
154 25 61 98,4 
155 50 62 100 
156 100 61 98,4 
157 200 59 95 











Aus der Tabelle geht hervor, daB der Kochsalzgehalt der 
erhitzten Enzymlésung keinen, oder sehr geringen KinfluB auf 
die Stabilitit hat. Es ist doch zu bedenken, daB die, wihrend 
der Erhitzung gegenwartige, Phosphatmenge ganz erheblich ist. 
Vermutlich wird die Stabilitit stirker von Natriumchlorid be- 
einfluBt, wenn Phosphat nicht bei der Erhitzung vorhanden ist. 


14. Bestimmung der ,,Tétungstemperatur“ bei 
Malzamylase. 


Die Frage, wann ein Enzym vollkommen zerstért, bzw. 
.getotet“ wird, laBt sich iiberhaupt nicht beantworten. Um 
allgemein verwendbare Daten zu erreichen, hat H.v. Euler 
empfohlen, als _ ,,Tétungstemperatur“ diejenige zu __ be- 
zeichnen, bei welcher das Enzym in wisseriger Lisung ohne 
Substrat, bei festgelegtem, optimalem py nach 60 Minuten 
langer Erhitzung auf die Hialfte seiner Aktivitat sinkt. 

Ich habe einige Bestimmungen der Tétungstemperatur 
bei Malzamylase ausgefiihrt. Diese werden in den zwei fol- 
genden Versuchsserien referiert. 


Versuchsreihe 33. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 2 ccm Malzamylase- 
lésung 4 mit 5 ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei optimalem 
Pu (= 5,95) eine Stunde lang auf 80, 70, 60, 55 und 50° ge- 
halten. Nach der Erhitzung wurden die Liésungen zur Stirke- 
verzuckerung verwendet, welche bei py= 5,5 bei 37° aus- 
gefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde eine Verzuckerung mit 
ebenso groBem Volumen Enzymlésung (2 ccm), die nicht erhitzt 
war, ausgefiihrt. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 158 
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bis 163 wiederzufinden. In der folgenden Tabelle habe ich 
die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Verzuckerung, welche mit 
nicht erhitzter Enzymlésung katalysiert wurde, mit 100 
bezeichnet. 











Beilagen-| Temperatur | Dauer der Er- k.10° Relative Reaktions- 
Nr. ° hitzung in Min.| — geschwindigkeiten 
158 80 60 — saad 
159 70 60 — siti 
160 60 60 0,16 0,7 
161 55 60 12,4 54 
162 50 60 18 78 
163 37 sane 23 100 














Die Werte der relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sind 
in Fig. 13 mit den entsprechenden Temperaturen der Erhitzung 
sraphisch dargestellt worden. 
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Fig. 13. 


Aus dieser geht durch Interpolierung hervor, daB die In- 
aktivierung bei Erhitzung 1 Stunde lang auf 55—56° auf die 
Halfte fortgeschritten ist. Die Tétungstemperatur der Malz- 
amylase liegt folglich zwischen 55—56° bei fraglicher Ver- 
diinnung und Wasserstoffionenkonzentration. 
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Versuchsrethe 34. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 5 ccm Malzamylase- 
lésung G mit 10 ccm 0,29-Normalphosphatlésung eine Stunde 
lang auf 60, 55, 53,5, 50 und 45° gehalten. Nach der Er- 
hitzung wurden die Lésungen zur Stirkeverzuckerung ver- 
wendet. Eine Verzuckerung, katalysiert durch 5 ccm nicht er- 
hitzter Enzymlésung, wurde auch ausgefiihrt. Die Reaktions- 
geschwindigkeit dieser letzten Verzuckerung habe ich in der 
Tabelle mit 100 bezeichnet. Die Versuchsbedingungen sind 
dieselben wie in der voraufgegangenen Versuchsserie. Die 
Ziffernresultate sind in den Beilagen 164—169 wiederzufinden. 





























Beilagen- | Temperatur | Dauer der Er- Relative Reaktions- 
‘ : : : k.10° grease 
Nr. . hitzung in Min. geschwindigkeiten 
164 60 60 — — 
165 55 60 15 43 
166 53,5 60 20 56 
167 50 60 25 72 
168 45 60 32 91 
169 37 - 35 100 
kel.k. 
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In Fig. 14 sind die Werte der relativen Reaktions- 
geschwindigkeiten mit den entsprechenden Temperaturen der 
Erhitzung graphisch dargestellt worden. 
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Aus dieser geht durch Interpolierung hervor, daB die 
‘Tétungstemperatur der Malzamylase bei dieser Verdiinnung 
zwischen 54—55° liegt. 

Aus den Versuchsserien 18 und 19 geht hervor, daB in 
diesen Versuchen die Tétungstemperatur bei 55° liegt. 

Die verschiedenen Versuche zeigen also, dab die Tétungs- 
temperatur der Malzamylase etwa 55° ist. 


15. Bestimmung der ,,Tétungstemperatur® bei Ptyalin. 
Versuchsreihe 365. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 3 ccm Ptyalinlésung VI, 
4 com 0,29-Normalphosphatlésung, 6mg NaCl und Wasser bis 
10 ccm Mischung bei optimalem pg eine Stunde lang auf ver- 
schiedene Temperaturen (60°, 57°, 55°, 50° und 45°) gehalten. 
Die Lésungen wurden nach der Erhitzung zur Stairkeverzucke- 
rung verwendet, welche bei optimalem py und optimaler Menge 
Kochsalz bei 37° ausgefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde eine 
Verzuckerung mit ebenso groBem Volumen Enzymlésung (3 ccm) 
ausgefiihrt, die nicht erhitzt war. Die Ziffernresultate sind in 
den Beilagen 170—175 wiederzufinden. In der folgenden 
Tabelle habe ich die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Ver- 
zuckerung, welche mit nicht erhitzter Enzymlésung katalysiert 
wurde, mit 100 bezeichnet. 








Beilagen- | Temperatur | Dauer der Er- k. 103 Relative Reaktions- 
Nr. . hitzung in Min.| ~ geschwindigkeiten 
170 60 60 0,1 0,3 
171 57 60 6,9 25,5 

72 55 60 19,5 14 
173 50 60 25 92,6 
174 45 60 27 100 
175 37 — 27 100 














In der Fig. 15 sind die Werte der relativen Reaktions- 
geschwindigkeiten mit den entsprechenden Temperaturen der 
Erhitzung graphisch dargestellt worden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXTX. 16 
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Aus dieser geht durch Interpolierung hervor, daB die 
Tétungstemperatur des Ptyalins in diesem Versuche bei etwa 
56,5° liegt. 
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16. Die ,Tétungstemperatur” des Ptyalins als Funk- 
2 I J 
tion der Kochsalzmenge. 


Die ,,Tétungstemperatur“ der Enzyme ist von verschiedenen 
Faktoren abhaingig. Ein Faktor, der eine groBe Rolle spielt, 
ist die Verdiinnung. Wie die Verdiinnung bei dem Ptyalin 
wirkt, werde ich in einem spiiteren Kapitel klarlegen. Die 
,létungstemperatur“ des Ptyalins ist weiter in der Hauptsache 
von der Kochsalzmenge abhingig. Dies ist ja schon aus den 
Versuchen hervorgegangen, die ich itiber die Abhangigkeit der 
Temperaturempfindlichkeit des Ptyalins von der Kochsalzmenge 
ausgefiihrt habe. Um noch die groBe Schutzwirkung des 
Natriumchlorids bei Erhitzung zu zeigen, habe ich die folgenden 
zwei Versuche ausgefiihrt. 


Versuchsrethe 36. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 1 ccm Ptyalinlésug V, 
5ccm 0,29-Normalphosphatlésung, 50 mg NaCl und Wasser bis 
11 ccm Mischung bei optimalem py eine Stunde lang auf ver- 
schiedene Temperaturen (50, 55, 57,5 und 60°) gehalten. Die 
Lésungen wurden nach der Erhitzung zur Starkeverzuckerung 
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verwendet, welche bei optimalem pq und optimaler Menge 
Kochsalz bei 37° ausgefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde eine 
Verzuckerung mit ebenso groBem Volumen Enzymliésung (1 ccm) 
ausgefiihrt, die nicht erhitzt war. Die Ziffernresultate sind in 
den Beilagen 176—180 wiederzufinden. In der folgenden 
Tabelle habe ich die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Ver- 
zuckerung, welche mit nicht erhitzter Enzymlésung katalysiert 
wurde, mit 100 bezeichnet. 











Beilagen-| Temperatur | Dauer der Er- Relative Reaktions- 
' eee ee peed 

Nr. . hitzung in Min. geschwindigkeiten 
176 60 60 12 9 
177 57,5 60 63 47 
178 55 60 117 86,6 
179 50 60 128 95 
180 37 — 135 100 














Versuchsrethe 37. 


Die Methode und Versuchsbedingungen sind wie in 
voriger Versuchsserie; doch fand die Erhitzung hier ohne 
Kochsalz statt. Da dieser Versuch parallel mit dem vorigen 
ausgefiihrt wurde, habe ich in der folgenden Tabelle die in 
diesem Versuche gefundenen Reaktionsgeschwindigkeiten mit 
derjenigen in der Beilage 180 zusammengestellt und wie in 
Versuchsreihe 36 diese letzte Reaktionsgeschwindigkeit mit 
100 bezeichnet. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 180 
bis 184 wiederzufinden. 








Beilagen-| Temperatur | Dauer der Er- Relative Reaktions- 
: ' . ele sea 
Nr. . hitzung in Min. geschwindigkeiten 
181 60 60 — — 
182 57,5 60 _ _ 
183 55 60 7 5,2 
184 50 60 90 66,6 
180 37 — 135 100 














In Fig. 16 sind die Werte der in den Versuchsreihen 36 


und 37 gefundenen relativen Reaktionsgeschwindigkeiten mit 
16* 








gh. 2a: Sales 2 1 ants hE ES 
ed Ge ee ST LE Ol OMS OF 


¢ 
ce 
a 
‘4 

% 
















238 Efr. Ernstrém, 


den entsprechenden Temperaturen der Erhitzung graphisch 
dargestellt worden. 

Aus Figur 16 geht durch Interpolierung hervor, daB die 
Tétungstemperatur des Ptyalins bei Erhitzung eine Stunde 








100p— 


_ J 


a Pa ee 

oe a 
7 \L A 
20 | \ 


IT 40 ZS 50 35 60° 
Jernp. 









































lang bei Vorhandensein von optimaler Kochsalzmenge bei etwa 
57,5° und bei Erhitzung ohne Kochsalz bei etwa 51,5—52° 
liegt. Das Vorhandensein von Kochsalz erhéht folglich bei 
fraglicher Verdiinnung die Tétungstemperatur des Ptyalins mit 
etwa 5,5—6°. 


17. Abhaingigkeit des Inaktivierungskoeffizienten i, 
von der Temperatur bei Malzamylase. 


Versuchsrethe 38. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 4 ccm Malzamylase- 
lésung G mit 5ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei optimalem 
Pu(= 5,9) eine Stunde lang auf verschiedene Temperaturen 
(45, 50, 55, 56,5, 58 und 60°) gehalten. Die Lésungen wurden 
nach der Erhitzung zur Stirkeverzuckerung verwendet, welche 
bei pg gleich 5,5 bei 37° ausgefiihrt wurde. Gleichzeitig 
wurde eine Verzuckerung mit ebenso groBem Volumen Enzym- 
lésung (4 ccm) ausgefiihrt, die nicht erhitzt war. Die Ziffern- 
resultate sind in den Beilagen 185—191 wiederzufinden. In 
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der folgenden Tabelle habe ich die Reaktionsgeschwindigkeit 
bei der Verzuckerung, welche mit nicht erhitzter Enzymlésung 
katalysiert wurde, mit 100 bezeichnet. 





























Beilagen- | Temperatur | Dauer der Er- k.108 Relative Reaktions- 
Nr. 0 hitzung in Min. | geschwindigkeiten 
185 60 60 0,1 0,3 
186 58 60 4,5 14 
187 56,5 60 11 35 
188 D5 60 16 52 
189 50 60 27 87 
190 45 60 30 97 
191 37 — 31 100 














In der folgenden Tabelle sind die Inaktivierungskoeffi- 


1 ke 
cienten nach der Formel 4, = -—-log—* berechnet, worin ¢ die 
t 


Dauer der Erhitzung in Minuten bezeichnet, 4, = die Reak- 








tionsgeschwindigkeit der Verzuckerung durch nicht erhitzte * 
Knzymlésung, 4, = die Reaktionsgeschwindigkeiten der Ver- a4 
zuckerungen durch erhitzte Enzymlésung. Ich habe in der 4 
Tabelle den Inaktivierungskoeffizienten 4,, entsprechend der a 
Verzuckerung durch Enzymlésung, die eine Stunde auf 60° er- a 
hitzt war, mit 100 bezeichnet. 4 
Temperatur | : Relative Inaktivie- a 
0 k.10° k..10 e 3 
rungskoeffizienten 
60 0,1 38 100 a 
58 4,5 14 37 i 
56,5 11 7,5 20 4 
55 16 4,8 12 ; 
50 27 1 3 : 
45 30 0,2 1 
37 31 — — 











Die Werte der relativen Inaktivierungskoeffizienten sind 
in Fig. 17 mit den entsprechenden Temperaturen der Er- 
hitzung graphisch dargestellt worden. 

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daB die Inaktivie- 
rung der Malzamylaselésung nach einer stundelangen Ev- 





240 ! Efr. Ernstrém, 


hitzung auf 45° unbedeutend oder keine ist. Nach einer 
60 Minuten langen Erhitzung auf 50° ist die Inaktivierung 
deutlich sichtbar. Die Inaktivierung vollzieht sich dann ziem- 
lich schnell und ist nach weiteren 60 Minuten langer Erwir- 
mung auf 55° etwa auf 50 °/, gestiegen, dies steht in guter 
Ubereinstimmung mit den Versuchsserien 33 und 34. Nach 





Rel k. 
C 


700 r 


IO 










































































Erhitzung auf noch héhere Temperatur sinkt die Aktivitit 
sehr schnell und ist diese nach einstiindiger Erhitzung auf 60° 
etwa auf Null gesunken. 

Im Anschlu8 daran steigt der Inaktivierungskoeffizient 
sehr schnell zwischen 55 und 60° Sein Wert wird zwischen 
diesen Temperaturgraden 8-doppelt und zwischen 50 und 55° 
4-doppelt. 

Die Temperaturempfindlichkeit der Malzamylase ist folg- 
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lich sehr gro’. Die Inaktivierung vollzieht sich von 0 bis 
100 °/, nach 1-stiindiger Erhitzung in dem Temperaturgebiet 
45—60°. 


18. Abhangigkeit des Inaktivierungskoeffizienten i, 
von der Temperatur bei Ptyalin. 


In der folgenden Tabelle sind die Inaktivierungskoeffi- 
zienten von der Versuchsreihe 36 ausgerechnet. Ich habe den 
Inaktivierungskoeffizienten, entsprechend der Verzuckerung 
durch Ptyalinlésung, die 1 Stunde auf 60° erhitzt war, mit 
100 bezeichnet. 





Temperatur Relative Inaktivie- 
7 tae 5 hae OO ee 
0 rungskoeffizienten 


60 12 175 100 


57,5 63 55 31,4 
55 117 10 5,7 
50 128 a 2,3 
37 135 -— nee 











Wie aus der Tabelle hervorgeht, vollzieht sich auch bei 
Erhitzung von Ptyalin die Inaktivierung sehr schnell zwischen 
55 und 60°. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei Verzuckerung 
durch Ptyalinlésung, die 1 Stunde auf 60° erhitzt war, ist 
gleich 10°/, von der Reaktionsgeschwindigkeit bei Verzucke- 
rung durch Enzymlésung, die 1 Stunde auf 55° erhitzt war. 
Der Inaktivierungskoeffizient wird in demselben Temperatur- 
gebiet etwa 17mal verdoppelt. 


19. Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung 
der Malzamylase. 


Bei einigen Enzymen hat man darauf aufmerksam ge- 
macht, dah die Inaktivierung bei héherer Temperatur ein 
monomolekular verlaufender Vorgang ist, und daB fiir diese 
Enzyme die Beziehung 
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gilt, so daB die 4.-Werte recht konstant sind. In der Formel 
ist die Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion mit 4, — be- 
zeichnet, welche durch nicht erhitzte Enzymlésung katalysiert 
ist. Mit 4, ist die Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion be- 
zeichnet, die durch ¢ Minuten lang erhitzte Enzymlésung kata- 
lysiert ist. 

Fiir alle Enzyme gilt dieser einfache Verlauf des Zer- 
falls nicht. Dies hat v. Euler und Laurin”) bei Sacharase 
nachgewiesen. DaB die Beziehung auch nicht bei Malzamylase 
gilt, geht aus den folgenden Versuchen hervor. 


Versuchsrethe 39. 

In zugeschmolzenen Réhren wurden 4 ccm Malzamylase- 
lésung G mit 5 ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei optimalem 
Pu (= 5,9) 30, 60 und 90 Minuten lang auf 55° gehalten. Nach 
der Erhitzung wurden die Lésungen zur Starkeverzuckerung 
verwendet, welche bei py gleich 5,5 bei 37° ausgefiihrt wurde. 
Gleichzeitig wurde eine Verzuckerung durch 4 ccm nicht er- 
hitzter Enzymlésung ausgefiihrt. Die Inaktivierungskonstanten 
sind nach der Formel 


berechnet. Die Ziffernresultate sind in den Beilagen 192—195 
wiederzufinden. Die folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse: 





Erhitzungs- 




















Beilagen- danse Ie 10° Rel. i k. + 10° 
Nr. in Minuten 
ae = 31 100 - 
198 30 19 61 ; 
194 60 16 52 > 
195 90 10 32 3 


Versuchsreithe 40. 


In zugeschmolzenen Roéhren wurden 8 ccm Malzamylase- 
lésung G mit 5 ccm 0,29-Normalphosphatlésung bei py gleich 6,1 
35, 60 und 120 Minuten lang auf 56,5° gehalten. 
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Die Methode und Versuchsbedingungen entsprechen der 
voraufgegangenen Versuchsserie. Die Ziffernresultate sind in 
den Beilagen 196—199 wiederzufinden. 

Das Ergebnis war folgendes: 





: Erhitzungs- 

Beilagen- Rnanien k« 103 Rel. ; i. = 108 
Nr. in Minuten 
196 — 61 100 —_ 
197 35 28 46 96 
198 60 20 33 8,0 
199 120 9 15 6,9 














Wie aus den beiden Versuchsreihen hervorgeht, nehmen 
die Werte von 4, mit steigender Erhitzungsdauer stark ab, 
mit anderen Worten, die Inaktivierung geht mit steigender 
Erhitzungsdauer immer langsamer vor sich. 

Die Inaktivierung ist waihrend der ersten Minuten sehr 
stark. In Versuchsreihe 39 ist die Aktivitét wihrend der 
ersten 30 Minuten um 40°/, gesunken und wahrend der folgen- 
den 60 Minuten nur um 30°/,. Da die Erhitzungstemperatur 
in Versuchsreihe 40 etwas hoéher war, ist die Aktivitéat wihrend 
der ersten halben Stunde um 55°/, gesunken und wihrend 
der folgenden 90 Minuten nur um 30°/,. 


20. Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung 
des Ptyalins. 


Versuchsreihe 41. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden 1 ccm Ptyalinloésung I, 
5 ccm 0,29-Normalphosphatlésung, 50 mg NaCl und Wasser 
bis 10 com Mischung bei optimalem py (= 6,0) 30, 60 und 
120 Minuten lang auf 55° gehalten. Die Loésungen wurden 
nach der Erhitzung zur Stirkeverzuckerung verwendet, welche 
bei optimalem py (= 6,5) in Gegenwart von 100 mg NaCl bei 
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37° ausgefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde eine Verzuckerung 
durch 0,5 ccm nicht erhitzter Enzymlésung ausgefiihrt. Die 
Ziffernresultate sind in den Beilagen 200—203 wiederzufinden. 
Das Ergebnis war folgendes: 





ila Erhitzungs- 
5 dauer i; + 104 Rel. k, + 104 
Nr. in Minuten 
200 ae 114 100 — 
201 30 92 81 31 
202 60 80 70 26 
203 120 60 53 23 














Aus diesem Versuche geht hervor, dab die Werte von i, 
auch hier bei steigender Erhitzungsdauer stark abnehmen. 
Die Inaktivierung geht bei steigender Erhitzungsdauer immer 
langsamer vor sich. 


Versuchsreihe 42. 


Erhitzung ohne Kochsalz 30, 60 und 90 Minuten lang 
auf 50°. Starkeverzuckerung in Gegenwart von optimaler 
Menge Kochsalz. Die Methode und Versuchsbedingungen sind 
die gleichen wie in Versuchsreihe 41. In den Beilagen 204 
bis 206 sind die Ziffernresultate wiederzufinden. Das Er- 
gebnis war folgendes: 





Erhitzungs- 














Beilagen- daar ke 104 Rel. /: k. + 104 
Nr. in Minuien 
200 — 114 100 oo 
204 30 102 39 16 
205 60 98 ” Ke 
206 90 97 ” : 
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Auch bei diesem Versuche nimmt also k, ab. Die In- 
aktivierung ist am gréBten wihrend der ersten halben Stunde 
und geht bei steigender Erhitzungsdauer immer langsamer 
vor sich. 


21. Die Inaktivierung als Funktion von der 
Verdiinnung. 


Bei verschiedenen Enzymen hat man konstatiert, daB die 
Temperaturempfindlichkeit bei steigender Enzymkonzentration 
zunimmt. So haben z. B, v. Euler und Laurin diesen Sach- 
verhalt bei Sacharase nachgewiesen. Daf auch bei Amylasen 
eine Abhingigkeit der Inaktivierurgskonstante k, von der 
Knzymkonzentration vorhanden ist, geht aus folgendem Ver- 
suche hervor. 


Versuchsreihe 43. 


Die Wasserstofiionenkonzentration der Ptyalinlésung VII 
wurde zum pr gleich 7,1 bestimmt. Darauf wurde eine Phos- 
phatlisung von derselben Wasserstoffionenkonzentration her- 
gestellt. Ptyalinlésung wurde mit Phosphatlésung in ver- 
schiedenen Proportionen gemischt, so da& man Mischungen 
erhielt, die 1 ccm Ptyalinlésung auf bzw. 1, 5, 10, 25 und 
50 ccm Mischung enthielten. 


In zugeschmolzenen Réhren wurden diese Mischungen 
1 Stunde lang auf 50° gehalten. Nach dem Abkihlen wurde 
von jeder erhitzten Mischung soviel zur Starkeverzuckerung 
genommen, da diese durch 0,5 com Ptyalinlésung katalysiert 
wurde. Die Reaktionsmischung war die gewohnliche. Die 
Verzuckerung wurde bei optimaler Menge Kochsalz, bei 
Pu = 6,9 und bei 37° ausgefiihrt. 

Gleichzeitig wurde eine Verzuckerung durch nicht erhitzte 
Ptyalinlésung mit 0,5 ccm ausgefiihrt. 


In den Beilagen 207—212 sind die Ziffernresultate wieder- 
zufinden. 
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Das Ergebnis war folgendes: 








Delage: Vestiionsang des 
Nr Enzyms wihrend k + 10* k.+ 104 
: der Erhitzung 
207 1:1 (nicht erhitzt) 100 _ 
208 ist 91 7 
209 1:5 61 36 
210 1:10 29 90 
211 1:25 20 117 
212 1:50 13 148 











Wie aus der Tabelle hervorgeht, gilt wenigstens bei 
kleieren Verdiinnungen, da8 die Temperaturempfindlichkeit 
bei sinkender Enzymkonzentration zunimmt. Bei Verdiinnung 
von 1:1 bis 1:5 wird die Reaktionsgeschwindigkeit mit 30 °/, 
vermindert. 


22. Wird Ptyalinlésung, die durch Erhitzung ganz 
inaktiviert ist, wieder aktiv, wenn sie 


mit nicht erhitzter Enzymlésung zusammenwirkt? 
Versuchsrethe 44. 


Ptyalinlésung VII wurde in einer zugeschmolzenen Roéhre 
durch Erhitzung 1 Stunde lang auf 7U° voéllig inaktiviert. Von 
dieser inaktivierten Ptyalinlésung wurden bzw. 1, 2, 4 und 
7 ccm zusammen mit 0,5 ccm nicht erhitzter Ptyalinlésung 
zur Verzuckerung bei optimalem py und optimaler Menge 
Kochsalz bei 37° verwendet. Gleichzeitig wurde eine 
Verzuckerung durch 0,5 ccm nicht erhitzte Enzymlésung aus- 
cefithrt. 


Die Zifferresultate sind in den Beilagen 213—217 wieder- 
zufinden. 








Uber den Temperaturkoeffizienten der Stiirkespaltung. 


Das Ergebnis war folgendes: 








Diller Nicht cxkitate Erhitete 
Nr. Enzymlésung Enzymlésung k +104 

in cem in ecm 
218 0,5 0 110 
214 0,5 1 111 
215 0,5 2 ill 
216 0,5 4 112 
217 0,5 7 111 











Aus dem Versuch geht hervor, da die durch Erhitzung 
inaktivierte Ptyalinlésung nicht regeneriert wird, wenn sie mit 
vollig aktivem Enzym zusammenwirkt. 


Zusammenfassung. 


Bei meinen Versuchen mit Malzamylase und mit Ptyalin 
erzielte ich nachfolgende Resultate: 

1. Bei der Bestimmung der Malzamylasewirkung in Acetat- 
gemisch bei 37° wurde die Lage der optimalen Reaktion zu 
Py = 5 gefunden. Die optimale Zone erstreckt sich von etwa 
Py = 4—6. 

2. Bei Bestimmung der Ptyalinwirkung in Phosphat- 
gemisch bei 37° wurde der Optimalpunkt p, = 6,5 gefunden. 

3. Die Malzamylasewirkung ist von Kochsalz in niederen 
Konzentrationen nicht abhingig. In einer 0,026 n-Kochsalzlésung 
beginnt die Wirkung ein wenig abzunehmen und wird bei 
héheren Kochsalzkonzentrationen mehr und mehr vermindert. 

4. Ptyalin ist ohne Kochsalz unwirksam. Das Maximum 
der Ptyalinwirkung liegt bei der Kochsalznormalitat 0,017 
Das Optimum erstreckt sich von 1—1,6°/,, und stimmt sehr 
gut mit dem physiologischen NaCl-Gehalt des Speichels iiberein. 

5. Die Malzamylase behalt einen Teil ihrer Aktivitit noch 
bei 0° C. So auch das Ptyalin. Fir Malzamylase wie auch 
fiir Ptyalin sinkt der Wert des Temperaturkoeffizienten bei 
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Krhéhung der Temperatur. Der Temperaturkoeffizient ist 
zwischen 10 und 30° ziemlich konstant. Fiir Malzamylase 
hat der Koeffizient 4 der Arrheniusschen Temperaturformel 
im Gebiet von 0—10° einen Wert von etwa 18000, 10—20° 
13000, 20—30° 12000 und 30—40° 8000. Die Formel ist 
also hier nicht anwendbar. 


6. Fir Ptyalin bei optimaler Kochsalzmenge wurden 
folgende Werte der Konstante 4 gefunden: im Gebiet 0—10° 
16000, 10 —20° 13000, 20—30° 11500, 30—40° 9000, 40—45° 
8000. Bei héherer Temperatur ist der Temperaturkoeffizient 
in hohem Grade von der Kochsalzmenge abhiingig. Im Gebiet 
40—45° ist A in 1°/,, Kochsalzlésung 8000, aber in 0,02 °/,, 
Lésung wird A negativ. 


_ 


i. Fiir Ptyalin wurde die Kochsalzmenge bestimmt, bei 
welcher im Gebiet 30—40° 4 am gréBten ist. Das Ergebnis 
war eine Kochsalzmenge von etwa 100 mg in 100 ccm Reak- 
tionsmischung, wo auch die Ptyalinwirkung am gréBten ist. 


8. Die Konstante 4 steht in keiner Beziehung zur Aciditit. 


9. Malzamylase, welche durch Erhitzung teilweise inakti- 
viert wurde, wird nicht wieder aktiv. 


10. Malzamylase ist im Phosphatgemisch als Puffer am 
stabilsten bei p, = 5,9, also in ein wenig alkalischerer Lisung, 
als der maximalen Wirkung entspricht. In der Stabilitit konnte 
keine Verinderung bemerkt werden, wenn die Erhitzung der 
Malzamylaselésung bei Vorhandensein von Kochsalz in 0,09 n- 
Lésung geschah. — In Natrium- und Calciumacetatgemisch 
wurde das Maximum der Stabilitiit bei p, = 5,5 gefunden. 


11. Das Ptyalin ist im Phosphatgemisch als Puffer am sta- 
bilsten bei p,; = 6,0—6,1, also in einer etwas saureren Lisung, 
als der maximalen Wirkung (6,4—6,5) entspricht. 

12. Der Kochsalzgehalt der Lésung hat einen auBer- 


ordentlich starken Einflu8 auf die Stabilitit des Ptyalins. Die 
Stabilitiit ist in einer etwa 0,1 n-Kochsalziésung am gréBten. 


13. Kochsalz hat keinen verst’rkenden EinfluB auf die 
Stabilitit der Malzamylase. 
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14. Bei 54—56° sinkt die Aktivitaét der Malzamylase 
durch éine einstiindige Erhitzung auf die Hialfte der Aktivitat 


bei 37°. 


15. Die Totungstemperatur des Ptyalins liegt bei opti- 
malem p,, und in 0,01 n-Kochsalzlésung bei etwa 56,5°. 

16. Durch das Vorhandensein einer optimalen Menge 
Kochsalz und bei optimaler Aciditét liegt die Tétungstempe- 
ratur des Ptyalins bei etwa 57,5° und ohne Kochsalz bei etwa 
51,5—52°. Der Unterschied ist ungefihr 5,5-—6°. 

17. Die Inaktivierung der Malzamylase ist nach 1 Stunde 
langer Erhitzung auf 45° unbedeutend oder sehr gering, jedoch 
nach einer 60 Minuten langen Erhitzung auf 50° sehr deutlich 
sichtbar. Die Inaktivierung vollzieht sich alsdann ziemlich 
schnell und ist nach einer 60 Minuten langen Erhitzung auf 
55° etwa auf 50°/, gestiegen. Nach einstiindiger Erhitzung auf 
60° ist die Aktivitat jedoch auf Null gesunken. 

18. Auch bei Erhitzung von Ptyalin vollzieht sich die 
Inaktivierung zwischen 55 und 60° sehr schnell. Nach ein- 
stiindiger Erhitzung auf 60° bei optimaler Aciditit und durch 
das Vorhandensein einer optimalen Menge Kochsalz bleibt nur 
10°/, der Aktivitét brig. 

19. Die Inaktivierung der Malzamylase verliuft nicht als 


monomolekulare Reaktion, sondern die [naktivierungsgeschwin- 


digkeit nimmt schneller ab, als es die Formel k= = log —* 


verlangt. Dies steht in Ubereinstimmung mit den gefundenen 
‘Tatsachen bei Sacharase. 

20. Auch bei Ptyalin von optimaler Aciditit und in 
Gegenwart von einer optimalen Menge Kochsalz nimmt die 
Inaktivierungsgeschwindigkeit schneller ab, als es die oben er- 
wihnte Formel verlangt. 

21. Es steht fest, wenigstens bei kleinen Verdiinnungen, 
daf die Inaktivierungsgeschwindigkeit bei sinkender EKnzym- 
konzentration zunimmt. Bei Verdiinnung des Enzyms von 1:1 
bis 1:5 wird die Reaktionsgeschwindigkeit mit 30°/, vermindert. 

22. Ich habe keine Regenerierung von erhitztem Knzym 
gefunden, wenn es mit aktivem Knzym zusammenwirkt. 
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Beilagen. 
"| ee wel & ‘ 
sfxwes] Sc Be- oe) = > Be- 
“811 > | merkangen us|” ~ | merkungen 
Versuchsreihe 1. 10 15 13,6 
42 | (5,9) (0,9) ne 
55 | (7,8)| (0,9) - 14,2) 
65 | (8:9)| 09) 22 14,0 | Mittel: 13,9 
75 |10,5 | 0,9 | Mittel: 0,9 11 15 13,7 
x iy 18 13,6 
2 4 1125 [21 20 18,3 
8 | 22,6 | 21 22 13,3 | Mittel: 13,5 
12 | 29,1 | 21 
16 |36,5 }20 | Mittel: 21 12 | 15 9,0 
18 8,8 
4 |12,7 | 22 20 8,3 
8 | 23,1 | 22 22 8,6 | Mittel: 8,7 
12 | 33,1 | 23 
16 |39,7 }23 | Mittel: 23 13] 45 2,5 
55 2,4 
4 112.5 }21 65 2,3 
8 | 22,0 | 20 15 2,3 | Mittel: 2,4 
12 | 31,5 | 22 ; 
16 |37,4 }21 | Mittel: 21 Versuchsreihe 4. 
Versuchsreihe 2. 14 10 18 
: 18 20 
> | 10 110,41 7,0 95 19 
12 | 12,3 | 47,0 82 19 | Mittel: 19 
15 $15,2 | 7,1 ’ 
17 |16,6 | 6,9 | Mittel: 7,0 15 | 10 20 
18 19 
10 |13,1 | 9,0 25 19 | 
12 1156] 9,1 32 18 | Mittel: 19 
15 | 18,8 | 9,0 16 | 10 20 
17 20,6 8,9 Mittel: 9,0 18 19 
j : 25 19 
7 7 10 417,5 | 12,5 32 18 | Mittel: 19 
12 | 20,3 | 12,4 
15 | 24,2 [12,3 17 | 10 19 
17 | 26,9 | 12,4 | Mittel: 12,4 18 19 
25 19 
10 | 20,2 | 14,8 32 17 | Mittel: 19 
12 | 23,7 | 15,0 
15 [280 1148} wae Fs 
17 | 30,6 |14,7 | Mittel: 14,8 pe ns 
Versuchsreihe 3. 32 17 | Mittel: 18 
15 | 27,0 | 14,1 19 | 10 16 
18 }31,0 | 14,1 18 15 
20 | 33,5 | 14,1 Bb 15 
22 | 35,6 | 14,0 | Mittel: 14,1 32 18 | Mittel: 15 
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Versuchsreihe 5. 





30 | 20,2 
40 | 26,0 
50 | 30,1 
60 | 34,5 
30 | 20,3 
40 | 25,5 
50 | 31,0 
60 | 35,5 
30 | 22,0 
40 | 27,5 
50 | 32,3 
60 | 36,9 
30 | 22,3 
40 | 27,9 
50 | 82,8 
60 | 37,2 
30 |} 21,1 
40 | 26,7 
50 | 30,5 
60 | 36,0 
Versuch 
0 | 22,8 
40 | 28,1 
50 | 33,1 
60 | 37,8 
30 | 22,0 
40 | 27,9 
50 | 32,5 
60 | 36,0 
30 | 20,2 
40 | 25,8 
50 | 30,6 
60 | 34,5 
30 | 19,0 
40 | 28,8 
50 | 27,7 
60 | 31,5 
30 | 15,5 
40 | 19,4 
50 | 23,2 
60 | 26,1 

















4,9 
5,0 


3,4 








Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: | 


sreihe 6. 


Mittel: : 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 
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4,9 


5,4 


4,4 


3,5 


5 2 a| * e 
SZ). e| 28] = Be- 
95 “ae =| . . 
:- 3 a 8 ie merkungen 

Versuchsreihe 7. 
30 23 i — — 

85 i — - 

47; — _ 

55 1 — — Mittel: 0 
31 | 23 | 10,2 | 3,0 

35 | 14,1 | 2,8 

47 | 18,0 | 2,8 

55 | 20,7 | 2,8 | Mittel: 2,8 
32 | 23 | 12,7] 3,8 

35 | 17,4 | 3,5 

47 | 22,2 | 3,5 

55 | 25,1 | 3,5 | Mittel: 3,5 
38 | 23 | 13,5] 4,1 

35 | 18,3] 3, 

47 | 24,3] 8,9 

55 | 27,2 | 3,0 | Mittel: 3,9 
34 | 23 114,8] 4,5 

35 | 21,0] 4,4 

47 | 26,1 | 4,3 

55 | 28,7] 4.2 | Mittel: 4,3 

Versuchsreihe 8. 
35 | 30 | (7,5)] (1,7) 

60 115.8 1.8 

90 123.4 | 2,0 | Mittel: 1,8 
36 8 | (8,4)} (6,9) 

16 }14,2 | 6,2 

24 118.5 | 5,6 

32 121,7 | 5,0 | Mittel: 5,9 
37 8 1 14,9 | 13 

12 | 20,8 {12 

16 126.9 }18 | Mittel: 13 
38 4 115,1 | 26 

8 1 26,9 | 26 

i2 |36,6 |26 | Mittel: 26 

Versuchsreihe 9. 
39 | 4] 121] 21 

8 | 22,0 | 21 

12 | 30,5 j 21 

16 | 3€,3 | 20 Mittel: 21 
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SE 
be 











252 Efr. Ernstrém, 
wo} al MM]. Hol s| MI . 
Sa/.5] es] 2 Be- Sa} Ee] ee] Be- 
eS] S/S] . | merkungen 33] 6/73] . | merkungen 
ZA ra s| 5 Za =| 
Veruchsreihe 9 (Fortsetzung). 49} 10] 16,6} 12 
40] 4] 17,8] 22 12 | 18,5 | 11 
8 | 30,1 | 31 me raed Bo ee 
12 36,6 27 16 24,0 12 fitte Pi 11 
16 | 40,8] 24 | Mittel: 28 
50 | 10 | 29,7] 24 
41] 4 | 18,3 | 38 12 | 33,1 | 23 
de ee ik Ben ; | 14 | 37,6 | 24 
12 | 41,6 | 32 | Mittel: 32 16 | 40,4] 23 | Mittel: 23 
Versuchsreihe 10. 51 4 | 24,7 | 47 
42] 30] 12,4] 2,8 6 | 32.9 | 46 
60 | 21,8] 2,7 8 | 39,9 | 46 
90 | 29,6] 2,7 10 | 44,01 43 | Mittel: 46 
120 | 36,6] 2,6 
150 | 39,0] 2,4) 52] 4 | 81,2] 64 
180 | 42,6 2,3 Mittel: 2,6 : oe “ 
0,3 | 62 
43] 10412,1] 8,3 7 | 43,8] 61 | Mittel: 63 
151173] 8,2 
20 | 22,0 8,2 53 4 134,51 74 
25 | 25,8 8,0} Mittel: 8,2 5 | 39,01 71 
6 | 43,0 | 69 
44} 10 | 22,9] 17 7 | 45,7 | 66 Mittel: 70 
12 | 27,4] 18 
14 30.8 18 Versuchsreihe 12. 
16 | 32,6] 17 | Mittel: 18 54] 50 | (7,7)] (1,0) 
60] 9,5] i,t 
45 | 4 | 20,2] 37 70 10,7] 1,0 
6 | 27,4] 36 80 | 11,3] 1,0 
8 | 33,3] 35 90 | 12,5 1,0] Mittel: 1,0 
10 | 37,2 | 33 | Mittel: 35 
55 | 46115,4] 2,4 
46] 4 | 26,7] 52 48 | 15,5] 2,3 
6 | 34,9 | 50 50 | 15,8] 2,2 
8 | 41,1 | 48 52 | 16,5 a 
10 | 45,1 | 45 | Mittel: 49 54] 16,8] 2,2] Mittel: 2,3 
47] 41 28,9] 58 mass Op sed) Bs 
3 25, 5, 
6 | 37,3 | 55 
te 44] 27,8] 5,0 
8 | 44,6 | 55 = : 46 12x6| 5,0 
Versuchsreihe 11. 57] 25 129.5] 9,5 
48] 30]17,4] 4,1 27 131,4] 9,6 
60 | 29,4] 3,9 29 | 33,0] 9,6 
90 | 36,0 3,6 31 | 33,6 9,2 
120 | 40,6 | 3,1] Mittel: 3,5 33 | 35,3] 9,2] Mittel: 9,4 
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Hu O os A 
S2| 5) 23 
ae oo) iy 
sa) 21 "'e 
Za = Re 
Versuchsreihe 
58 13 | 25,5 
15 | 27,5 
17 | 30,9 
19 | 84,4 
21 | 36,2 
59 | 10 | 24,5 
12 | 28,1 
14 | 31,5 
16 | 33,9 
18 | 37,1 
Ver 
60] 10 | 12,6 
12 | 14,6 
14 | 16,5 
16 | 19,2 
‘ 18 | 20,6 
4 61} 10 | 12,1 
a 12 | 13,5 
4 14 | 15,0 
4 16 | 16,7 
: 18 | 19,1 
ie Ver 
es 62 30 12,5 
q 45 | 16,8 
a 60 | 21,6 
Ee 75 | 25,9 
r 63} 15 | 16,1 
4 20 | 19,9 
q 25 | 23,5 
q 80 | 28,1 
j 641 30 | 14,9 
4 35 | 17,2 
_ 40 | 19,2 
4a 45 | 21,3 
4 65] 15 | 15,8 
4 20 | 20,0 
a 25 | 24,0 
4 30 | 27,4 





























on 

oO 

re 
« 


SS 


Be- 


merkungen 


12 (Fortsetzung). 





Mittel: 15,0 


Mittel: 18,4 


suchsreihe 13. 





8,6 


*15 ey 
~* 


CO bo 


aTsT-1-1D DOOE 
rs -~1 oY 


a1 OF 


Mittel: 8,! 





Mittel: 7, 


ao 


-1 


suchsreihe 14, 





Mittel: 2, 


Mittel: 





~1 


Mittel: 7,3 


Mittel: 3,5 


— 
9 





Nr. der 
ge 


| Beila 


1 
1] 


-_ 
we 
ord 


68 


69 


70 


71 


72 








| 
1] 


t 
|| Minuten 


r# 
10 
15 





20 
\ 


60 
70 

















i=" 


Be- 


merkungen 


Mittel: 


Mittel: 


Versuchsreihe 15. 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


13,5 1,6 
15,5 1,6 
16,6] 1,5 
19,4] 1,6 
19,4] 3,5 
20,3] 3,2 
22.4] 3,2 
24,4] 3,2 
17,1] 5,5 
19,3] 5,6 
21,2] 5,6 
24,8] 5,9 
14,71 68 
16,0] 6,6 
17,8 6,7 
19,3 6,7 
srsuchsreihe 16. 
17,6 | 12,6 
20,4 | 12,5 
22,9] 12,3 
25,5 | 12,3. 
27,8 | 12,2 
22,7 8,5 
24,9 8,7 
27,2 8,9 
29,2} 9,0 
30,3 | 8,8 
20,3 | 14,9 
24,0] 15,2 
27,2 | 15,3 
29,7 | 15,0 
32,6 | 15,1 


Mittel: 


13 


1,6 


3,2 


5,6 


12,4 


8,8 


15,1 


















































254 Efr. Ernstrém, 
vol af x] _ ns wel M4 
cal! + ss} S Be- oe _¢ os} So]: Be 
| Bs) aS < | merkungen sa S| 8S] . | merkungen 
ZAt Si 9 na, me St 
Versuchsreihe 16 (Fortsetzung). 84] 10 | 27,7 | 21,9 
75 | 20 | 25,2] 9,7 15 | 36,9 | 21,7 
22 | 27,0] 9,6 20 | 44,7 | 22,1 
24 }284] 9,4 25 | 50,7 | 22,3 | Mittel: 22,0 
26 | 30,2] 9,4 : 
a 85 | 15 | 26,7] 13,9 
32 9 ot: 9,5 ? ’ 
28 0} 9,5] Mittel: 9,5 20 | 329 | 13'8 
76 | 10 | 19,7 ] 14,3 25 | 38,4 | 13,8 
12 | 22,6 | 14,1 30 | 42,8 | 13,7] Mittel: 13,8 
14 | 25,3 | 13,9 ; 
16 | 28,2 | 14,0 oS “4 el a 
18 | 30,5 | 13,8] Mittel: 14,0 20 | 461 | 23°3 
77] 20 | 25,0] 9,6 25 | 52,2] 23,7] Mittel: 23,5 
22 | 26,7] 9,5 
24 }284] 9,4 ST] 15 | 28,2 | 14,9 
26 | 29,9] 9,3 20 | 34,6 | 14,8 
28 | 31,3] 9,2] Mittel: 9,4 i aa 14,6 ails 
4,3] 14 ttel: 14,7 
78] 10 | 18,7] 13,5 oi tis teria 
12 | 21,4 | 13,2 88 | 10 | 28,0 | 22,2 
14 | 24,3 | 13,2 15 | 37,4 | 22,1 
16 | 27,0 | 13,0 20 | 44,7 | 22,1 
18 | 29,1 | 13,0 | Mittel: 13,2 25 | 50,4 | 22,1 | Mittel: 22,1 
79] 20 | 24,87 9,5 89} 15 | 26,5 | 13,8 
22 | 26,5) 9,4 20 | 33,1 | 13,9 
24] 27,9] 9,2 25 | 38,5 | 13,9 
26 | 29,6) 927 30 | 43,2 | 13,9] Mittel: 13,9 
28 | 31,4] 9,2] Mittel: 9,3 
so} 10 | 16,9 | 12,0 Versuchsreihe 18. 
12 | 20,3 | 12,4 90] 4 | 15,6 | 27 
14 | 22,6 | 12,1 8 | 27,4 | 27 
16 | 25,2 | 12,1 12 | 35,6 | 26 ; 
18 | 26,9 | 11,7] Mittel: 12,1 16 | 41,8] 24 | Mittel: 26 
Sl] 20 | 24,8] 9,5 9} 4 | (8,5)}(14) 
22 | 25,9] 9,1 8 | 14,6 | 13) 
24) 27,7] 9,1 12 | 20,7 | 18 
26 1 29,6) 9,2] _ 16 | 26,1]13 | Mittel: 13 
28 | 31,4] 9,2] Mittel: 9,2 
Versuchsreihe 17. P \ pecebeiniary 19. 
82] 10 | 15,8 | 11,1 7 - i “s 
15 | 22,2] 11,0 oo Saenl os 
BO") 27,8 | 31,0 ie | 37,9] 21 | Mittel: 22 
25 | 32,9] 11,0] Mittel: 11,0 si a 
83] 15 | 15,1] 7,0 93] 4 | (5,5)} (9) 
20 } 19,1! 6,9 g | 12,0] 11 
25 | 23,0] 6,9 12 [18,7] 11 
30 | 26,2] 6,8] Mittel: 6,9 16 | 25,0}13 | Mittel: 11 
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| 
| 
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y | 
| 






































H @ a A nee Ss e 
3 e 2 oP > Be- 3 @ — 20 5 S Be- 
ser. Ss) x. merkungen so] =| 5s] = | merkungen 
20) 21 8 Z2Ql 21 8 
Versuchsreihe 19 (Fortsetzung). Versuchsreihe 22. 
94] 4] (6,4)|(10) 104| 391 36,5] 8,2 
8 | 12,9 | 1! 441 39,5] 8,2 
12] 19,9 | 12 49] 40,7] 7,8 
16 | 23,3] 11 | Mittel: 11 541 42,6] 7,6] Mittel: 7,9 
Versuchsreihe 20. 105 | 39] 15,4] 2,7 
“Os te a} 44] 16,7] 2,7 
i oe oe 49] 18,2] 2,7 
ot Ti Ieee 54] 20,2] 2,7] Mittel: 2,7 
70} — | — | Mittel: 0 
106} 49] (3,7)] (0,5) 
96} 40] (8,0)] (1,5) 54] (4,1)] (0,5) 
45] 10,1] 1,5 84] (7,7)| (0,6) 
504104] 1,4 120] 9,5] 0,5 | Mittel: 0,5 
55] 11,4] 1,4] Mittel: 1,5 
107/120} — | — 
97] 251190] 5,5 150} — | — 
30] 21,5] 5,3 is0}] — | — 
351 24,3] 5,3 210] — | — | Mittel: 0 
40 | 26,6] 5.2| Mittel: 5,3 ; 
on} aah em as Versuchsreihe 23. 
4 | 90} aa8| 83 108} 60] 12,3] 1,4 
ph, bey i 120] 21,1] 1,3 
30 | 29:7 | 80] Mittél: 8.2 mi Foe 
ee ee 165 | 23,7] 1,2] Mittel: 1 
99} 20]17,6] 6,3 
251 20,7] 6,1 109} 10] 20,3 | 15 
30 | 23,4] 5,9 14 | 27,3 | 15 
35 | 26,1 | 5,9 | Mittel: 6,0 18 | 32,3 | 15 
2 , 22] 39,1]16 | Mittel: 15 
a Versuchsreihe 21. 
a 100}180! — me 110] 10] 22,4] 17 
: << a aes 14 | 28,0 | 16 
q 2290 | — ed 18 | 33,6 | 16 
q 240] — | — | Mittel: 0 22 | 39,3 | 16 Mittel: 16 
§ 101} 70] (8,5)] (0,8) 111] 10) 22,7) 17 
75] 10,1} 0,9 14 | 28,5 | 16 
80] 10,4] 0,9 18 | 34,8 | 16 
851 10,6] 0,8] Mittel: 0,8 22 | 39,7 | 17 | Mittel: 17 
102} 25] 94] 2,5 112] 10] 18,8] 14 
30] 11,5] 2,6 14 | 26,7] 15 
357128] 2,5] - 18 | 33,4 | 16 , 
. 40] 13,9] 2,4] Mittel: 2.5 22 | 37,6) 15 | Mittel: 15 
103] 151165] 7,8 113} 20] (6,8)) (2) 
q 20 | 20,7] 7,6 60] 19,1] 2 
251 24,0] 7,3 100} 25,8} 2 
30 | 27,4 | 7,2] Mittel: 7,5 165 | 36,5| 2 | Mittel: 2 




















Efr. Ernstr6om, 





114 


116 


117 


118 


119 


121 


122 








| 


| Minuten | 


mg 
Zucker X | 


k- 108 


Be- 


Versuchsreihe 24. 


12 
30 
60 


(6,9) 





9,4 





2 Ow 


bo BDO LO bo 
me OO VO 


bo bo 
| 


io 
— 





Mittel: ‘ 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Versuchsreihe 25. 


16 
30 
45 
60 


8,9 
15,8 








3,7 
3,7 
3,6 
3,6 


23 
23 
23 
21 


27 
26 
25 
24 


28 
27 
26 
24 


28 
26 
26 
24 





Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


3,6 


26 


26 


SS) B] Oe 
eB) g) 8 
7, FQ a SN 
124] 63 | (6,9) 
245 | 21,2 
D207 | 34,8 
736 | 41,1 
125] 15 | 38,5 
20 | 44,3 
25 | 46,5 
126 | 15 | 38,1 
20 | 43,9 
25 | 45,3 
127 | 10 | 23,4 
15 | 31,0 
20 | 37,8 
25 1 41,6 
128] 10 | 12,8 
15 | 17, 
20 | 22,6 
25 | 27,3 
129 | 10 | 19,7 
20 | 33,3 
25 | 38,9 
30 | 41,5 
130] 5 | 15,5 
10 | 28,2 
15 | 36,2 
20 | 42.0 
131] 10] 9,1 
20 | 17,5 
25 | 21,2 
30 | 24,2 
132] 10] 8,9] 
20 | 12,7 
25 | 17,3 
30 | 20,8 








" 1 03 


= 


i: 


Be- 


merkungen 


Versuchsreihe 26. 














(0,7) 
0,6 
0,6 
0,5 


23 
22 
19 


92 
J 
21 
18 


18 
17 
17 
16 


8,8 
8,6 
8,5 


8,6 


14 
14 


DO bo bo PO 
Com Ww DO 


OH HD SS 


Or ot Hh OD 








Mittel: 


Mittel: 


Mittel : 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 2 


Mittel: 


Mittel: 


17 


5,6 


14 


6 
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h bh 
~ @o = w~ H D = ve 
> o A om o 3) ; 2 
oS on 1 sp 5) —) Be- ao] So ~i w& D © Be- 
— w 2 3 WM bia pe ws Ble td = 
3's EL SS . merkungen 2D SLRS : merkungen 
Za) S| 28) * Aa} S| e|~* 


Versuchsreihe 28 (Fortsetzung). 143 | 100 | 16,0] 1,1 
120 | 19,5] 1,2 

1,3 

1,2 














133 51 10,7 14 140 | 23,9 P 
10] 19,5 | 14 160 | 24,7] 1, Mittel: 1,2 


15] 27,0 | 14 


20 32,8 14 Mittel: 14 Versuchsreihe 30. 


134 5} 12,8 18 144 a a 
10] 22,8 17 a ise 
15}30,5 | 17 901 — facie 
20} 35,5 15 | Mittel: 17 540} 30,0] 0,4 
135 5110.2 | 14 1080 | 45,6 | 0,4 | Mittel: 0,4 
10]18,1 | 15 : 
15| 24,7 3 145 | 30] 22,5] 5,6 
20] 31,4 | 13 | Mittel: 13 35] 25,5 | 9,6 
40] 28,5 | 5,7 
136 Ot (4,6)] (6) 45] 31,2] 5,7 
10} (8,3)} (5) 50] 33,6 | 5,7 | Mittel: 5,7 
15J10,8] 5 


20]14,0 | 5 | Mittel: 


137] 900]35,4 | 0,3 
1200] 42,6 | 0,3 
1500] 46,8 | 0,3 
1800] 49,3 | 0.3 | Mittel: 0, 


gr 


146 | 30] 36,4 | 10,6 
35 | 40,3 | 10,6 
40 | 43,7 | 10,6 
45 | 46,9 | 10,7 
50} 49,5 | 10,7 | Mittel: 10,6 


ao 





























138 1200]; — — 147 30 | 37,9 | 11,3 
1500] — — 35 | 41,7 | 11,2 
1800] 9,7 0 Mittel: 0 40} 44,9} 11,1 
45 | 47,8 | 11,1 
Versuchsreihe 29. 50} 50,0 | 10,9 | Mittel: 11,1 
139 | 15 | 15,6 | 7; 
25 | 24,0] 7,3 148 30] 25,5 | 6,6 
35 | 31,9 | 7,5 35 | 28,8 | 6,6 
45 | 37,2 | 7,3 | Mittel: 7,3 40] 31,6] 6,5 
451 34,21 6,5 
140] 15 | 16,8 | 8,0 50] 36,8 | 6,5 | Mittel: 6,5 
25 | 26114 81 
35 | 33,5 | 81 149] 30] 9,7] 2,1 
45 139,81 8,1 | Mittel: 8,1 50| 13,5} 1,9 
701 17,9] 1,8 
141 1/15 | 35,1 | 7,0 90} 21,7] 1,8 
= tii bp 110| 25,4] 1,8 | Mittel: 1,9 
oO ) (52 
45 | 37,1] 7,3 | Mittel: 7,2 Versuchsreihe 31. 
142] 15 | 12,5] 5,7 150] 10 | 30,2 | 24,5 
| 25 | 20,7 | 6,1 15 | 39,3 | 23,9 
35 | 26,9} 6.0 20 | 45,7 | 23,0 
' 45 | 32,4| 6,0 | Mittel: 6,0 25 | 50,9 | 22,6 | Mittel: 23,5 
























































258 Efr. Ernstrom, 
wol al Mi. neclt a wi. 
S2l.g[ es] 2] Be ali eles) 2] Be 
HO BL as a merkungen BD = as a merkungen 
an) S| & met a on 
161] 8 | 14,6 | 12,7 
Versuchsreihe 31 (Fortsetzung). 12 20,3 12,4 
151] 10] 31,5 | 26,0 167 25,5)12,5) a. 
15 40,8 25,3 20 30,1 12,2 Mittel: 12,4 
20 | 46,8 | 24,0 
25 | 51,8 | 23,4 | Mittel: 24,7 162} 6] 15,8] 18 
g | 22,1418 
152] 10] 30,9 | 25,3 12 | 26,7] 17 . 
15 | 40,2 | 24,7 15 | 32,7] 18 | Mittel: 18 
20 | 45,9 | 23,2 
25 | 51,2 | 22,8 | Mittel: 24,0 163] 31 10,7] 24 
6 | 20,0 | 24 
ae 9 | 26,0 | 22 
2 
Versmanerstne 32. 12] 31,7] 22 | Mittel: 28 
153] 15] 12,9] 5,9 
201165] 4 
oF 20°0 ss Versuchsreihe 34, 
30 | 22,5] 5,8] Mittel: 5,8 1641 201... 1 
: 
154] 15] 13,4] 6,2 mak... hn. 
20] 17,2] 6,1 iso} — | — | Mittel: 0 
25] 20,4] 6,1 
30 | 24,4] 6,1] Mittel: 6,1 
165/ 4] 9,0]15 
155] 15]13,5] 6,2 8 | 16,9} 15 
201 17,4] 6,2 12 | 23,8] 15 
251 21,0] 6,2 16 | 28,2 | 14 Mittel: 15 
30 | 24,2] 6,1] Mittel: 6,2 
7 ’ 166} 41123] 21 
156 7° 13,4 6,1 8 21,6 20 
wong Poy: 12 | 29,7 | 20 
5 | 20, 16] 35,2119 | Mittel: 20 
30 | 24,0] 6,1] Mittel: 6,1 ,; 
157] 15]13,1] 6,0 167} 47 15,9 | 28 
20} 16,6] 5,9 8 | 24,4 | 28 
25] 20,1] 5,9 12 | 34,4 | 24 ; 
80 | 22,6 | 5,8] Mittel: 5,9 16 | 42,7] 26 | Mittel: 25 
Versuchsreihe 33. 168 4] 19,4 | 35 
8 | 31,7 | 33 
ise iseal — i — 12 | 40,4 | 31 
900} — | — | Mittel: 0 16] 47,2] 30 | Mittel: 32 
159/300] — | — 
900} — | — | Mittel: 0 169]; 4] 21,3) 39 
8 | 32,9 | 34 
160 | 300 | (7,7)] (0,2) 12 | 41,8 | 33 
900 | 19,5 | 0,2] Mittel: 0,2 16 | 49,2] 33 | Mittel: 35 
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59 





172 


173 


174 


176 


177 


1738 


179 











Minuten 


k 103 


Be- 


merkungen 


Versuchsreihe 35. 











Mittel: 


Mittel: 0,1 


Mittel: 6,9 


Mittel: 19,5 


Mittel: 25 


Mittel: 27 


no 
~J] 


Mittel: 1,2 


Mittel: 6,3 


Mittel: 11,7 


210] — _- 
870} 9,6] 0,07 
10] 10,6] 7,1 
15| 15,1] 7,0 
201189] 6,8 
25121,8] 6,5 
51 14,8 | 21 
11 | 27,7 | 20 
15 | 34,1 | 19 
18 | 36,4 | 18 
51 18,7 | 27 
11 | 33,5 | 26 
15 | 40,4 | 25 
19 | 44,8 | 23 
5 | 20,7 | 30 
8 | 27,6 | 27 
11 | 33,6 | 26 
15 | 40,8 | 25 
5 | 19,4 | 28 
7 | 23,6 | 26 
9 | 29,8 | 27 
11 | 33,6 | 26 
Versuchsreihe 36. 
60 | 12,3] 1,4 
90} 14,9] 1,2 
120} 18,3] 1,1 
150] 25,3] 1,3 
20117,9| 6,4 
251 21,3] 6,3 
30 | 24,8] 6,3 
851 27,5] 6,2 
15 | 23,3 | 11,7 
20 | 29,0 | 11,6 
25 | 34,5 | 11,8 
30 | 38,6 | 11,6 
10 | 18,2 | 13,0 
15 | 25,1 | 12,8 
20! 31,1 | 12,8 
25 | 36,4 | 12,7 











Mittel: 12,8 


der 
Beilage 


| Nr. 


pans, 
oe 2) 
Oo 


181 


182 


183 


184 


186 


188 


189 











Minuten 








mg 


Zucker X 


18,7 
25,9 
32.4 
37,8 








13,5 
13,4 
13,5 
13,5 








Be- 
merkungen 


Mittel: 


-rsuchsreihe 37. 
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260 Efr. Ernstrém, 
wolf al ere ae” 
4 59 oD) oe on = o 7 o a 
72]. El] ee] 2 “a Sal lel we] & - 
< S| =) 8S] = | merkungen se] 2) 8S] = | merkungen 
an] Se) ee zal =| S| 
Versuchsreihe 388 (Fortsetzung), Versuchsreihe 41. 
190 4 | 17,1 | 30 200 | 10 | 16,4 | 11,6 
6 | 24,0 | 30 15 | 22,8 | 11,4 
8 | 29,9 | 3( 20 | 28,6 | 11,4 
10 | 35,0] 30 | Mittel: 30 25 | 33,5] 11,3] Mittel: 11,4 
191 4 117,3] 31 201] 10 | 13,67 9,4 
6 | 27,1 | 85 15 1 19,0] 9,2 
8 | 30,2] 31 20 | 2421 92 
10 | 35,2 | 30 Mittel: 31 25 | 28,7] 9,2] Mittel: 9,2 
Versuchsreihe 39 202 | 20 | 21,6] 8,0 
192] 4 | 17,3] 31 25 | 25,6] 7,9 
6 | 27,1 | 35 30 | 30,1] 8,1 
8 | 30.2131 35 | 33,5] 8,1] Mittel: 8,0 
10 | 35,2 | 30 Mittel: 31 203 | 25 | 20,4 6,0 
193] 5 | 13,7] 19 oie. 
7 | 19,5 | 20 eos ot rr 
10 | 25,0 | 19 40 | 29,5] 5,9] Mittel: 6,0 
12 | 28,8 | 19 Mittel: 19 Versuchsreihe 42. 
194] 5 | 12,5] 17 aad md ot re 
10 | 21,0 | 16 oh bend yeh Sars, 
15 | 29,6 | 16 ~~ s 
4 ‘ 6 : “ 9° 
18 32,4 15 Mittel: 16 35 39,2 10,2 Mittel: 10,2 
195 | 10 | 14,5 | 10 205] 15 | 20,21 9,8 
15 | 19,7] 10 25 | 30,2] 9,8 
20 | 24,5] 9 30 | 34,2] 9,7 
25 128,71 0 Mittel: 10 35 | 38,2] 9,8] Mittel: 9.8 
Versuchsreihe 40. 206 | 15 hi 9,7 
OF « C wf 
196 | 4 | 30,8] 63 see. he 
5 135.71 62 35 | 37,91 9,7 
e . = e aa - 
6 | 39,4 | 60 45 | 44,7] 9,8] Mittel: 9,7 
7 | 42,5 | 58 Mittel: 61 Versuchsreihe 43. 
7 207 | 20 | 25,5] 9,8 
197] 4 28 ~ , 
beh ee 25 | 31,5 | 10,4 
12 137.21 97 30 | 34,9 | 10,0 
198 4 |12,2] 21 208 | 25 | 28,5] 9,1 
8 | 21,6] 20 35 | 36,5] 9,1 
12 | 29,7 | 20 45 | 43,0] 927 — 
16 | 35,8] 19 | Mittel: 20 60 | 50,3] 9,1} Mittel: 9,1 
199} 4 | (5,8)| (9) 209 | 35 | 27,0! 6,0 
8 110,77) 9 45 | 32,8] 6,1 
12 1163] 9 55 137,71 6,1 
16 | 20,8] 9 Mittel: 9 85 | 48,8] 6,1] Mittel: 6,1 
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ee! 8? - 7 a ie 
oe 3] es] S Be- a 4 so © > Be- 
ar) a1 aS merkungen 92 "a3 Ee, SS] ~ | merkungen 
ZO) 4) 8 2a; =| si” 
Versuchsreihe 43 (Fortsetzung). 2141 20 | 28,2 | 11,2 
210} 85 | 14,1 2,8 25 | 33,5 | 11,3 
45 118.6] 3,0 30 | 37,5 | 11,0 
535 | 21,5 2,9 35 | 40,91 10,9 | Mittel: 11,1 
85 | 29,6] 2.8] Mittel: 2.9 
211] 85 | 10,1] 1,9 215 | 20 | 28,4 | 11,3 
45 | 13,7] 2,1 25 | 33,1 | 11,1 
85 | 22,5] 2,0 30 | 36,8 | 10,8 
260 | 48,31 2,0] Mittel: 2,0 35 | 41,7] 11,2 | Mittel: 11,1 
212] 35 (7,8) (1,5) 94¢6 ] 20 | 28,1 | 11,1 
45 | (8,6)] (1,3) 25 | 33,6 | 11,: 
rd tod i , 30 | 37,7 | 11,2 
260 | 33,6] 1,1] Mittel: 1,3 35 | 41,8} 11,3] Mittel: 11,2 
Versuchsreihe 44. 
213 | 20 | 28,0 | 11,1 217 | 20 | 28,4 | 11,3 
25 | 33,2 | 11,2 25 | 33,7 | 11,4 
36,1 | 10,5 30 37,5 11,0 ; 
35 | 41,4] 11,1 | Mittel: 11,0 35 | 40,6 | 10,8} Mittel: 11,1 
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Die proteolytischen Enzyme des Eiweibharns. 
Von 


S. Ge. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1922.) 


Bei meinen Untersuchungen iiber die  proteolytischen 
Knzyme der Milz und anderer Organe habe ich gefunden, dab 
die Knzyme des frischen Organs zum grofen Teil zugrunde 
gehen, wenn das Organ bei alkalischer, neutraler oder sogar 
sehr schwach saurer Reaktion (py = 6,5) aufbewahrt wird. 
Diese Inaktivierung der Enzyme kann durch Zugabe von ein 
wenig Siiure verhindert werden. Das Gesagte gilt besonders 
von dem bei alkalischer Reaktion auf genuines Eiweib ein- 
wirkenden Knzym, der sog. a-Protease, welche in der Milz vor- 
handen ist.?) 

Da ich nun vor einiger Zeit beobachtet habe, daB Kiweif- 
harne bisweilen besonders grofe Mengen an _ proteolytischen 
Enzymen enthalten’), so habe ich es angemessen gefunden zu 
priifen, ob auch diese Enzyme nach Behandlung mit schwacher 
Siiure eine stirkere Wirkung bei alkalischer Reaktion ent- 
falten als ohne solche Vorbehandlung. Zu dem Zwecke bin 
ich in verschiedener Weise verfahren, wie aus den unten be- 
schriebenen Versuchen hervorgeht. Der im Luufe von 24 Stunden 
gelassene Harn wurde gesammelt und am Ende dieser Zeit 
unmittelbar in Arbeit genommen, Alle untersuchten Harne 
wurden vor der Untersuchung filtriert. Die schlieBlichen Ver- 
dauungsversuche, welche iiber die Mengen an vorhandenen 


1) Jl. of Biol. Chem. 1922. 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 252 (1920). 
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Enzymen Auskunft geben, wurden mit zugesetztem Casein oder 
dem im Harne yorhandenen Eiweif als Substrat in derselben 
Weise ausgefiihrt wie in meiner letzten Mitteilung iiber die 
Harnenzyme beschrieben wurde. Die angefiihrten Ziffern be- 
deuten die Anzahl Kubikzentimeter 0,1 n-Siure, welche fir 
das Neutralisieren des aus der angegebenen Menge Gerb- 
siiurefiltrat erhaltenen Ammoniaks gebraucht wurde. Die mit 
erhitzten Knzymlésungen erhaltenen Kontrollwerte sind be- 
reits abgezogen. 


Versuch 1. 


Harn von K., entschieden sauer, Alb. = 0,9 °/, (Amyloid) 
300 com Harn wurde sofort zur Dialyse gegen flieBendes 
Leitungswasser hingestellt, wobei die Reaktion bald alkalisch 
wurde. Die Dialyse dauerte 4 Tage (A). 

Kine ebenso groBe Harnmenge wurde zuniichst 4 Tage 
unter Toluol aufbewahrt und darauf gegen flieBendes Leitungs- 
wasser 4 T'age dialysiert (B). 

Nach der Dialyse wurde auf das gréBere Volumen (475 ccm) 
aufgefiillt. Am Ende der Dialyse von B wurden folgende 


Proben mit Kontrollproben zur Digestion hingestellt: 


25ecm A bzw. B + 25 eem Caseinlésung + 2 ccm 0,1 n-NaOQH 
(Pu = ®). 


4 Tage bei 37°; 30 cem Gerbsiure; 50 cem Filtrat. 

Die restierenden Harnproben 4 und B wurden bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und der Digestionsversuch nach 24 Tagen 
und nach 2 Monaten in der gleichen Weise wiederholt. Die 
Ergebnisse waren: 


Sofort Nach 24 Tagen Nach 2 Monaten 
A 7,8 3,1 2.45 
B 10,45 10,9 9,4 


Von den beiden Harnproben 4 und B war also die 
eine (4) sehr bald alkalisch gemacht worden, wahrend B 
4 Tage hindurch sauer blieb. Beide ergaben nach der Dialyse 
elektrometrisch dieselbe Ziffer fiir py (8,2) und auch nach zwei 
Monaten war die Reaktion praktisch dieselbe (pq = 8,21 bzw. 
8,35). Die Siurebehandlung von B hatte also zur Folge, daB 
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die Enzymmenge in # gréB8er ausfiel als in 4 und die Knzym- 
menge in B hielt sich beim Aufbewahren entschieden besser 
als die in 4. 

Versuch 2. 

Harn von EK. K., entschieden alkalisch, Alb. = 1,8 °/) 
(Nephrose). Ein Teil des Harns (4) wurde sofort gegen Leitungs- 
wasser dialysiert; ein ebenso groBer Teil wurde mit Essig- 
siure schwach angesiuert (py = 5,4), 4 Tage bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und darauf gegen Leitungswasser dialy- 
siert (B). Nach der Dialyse wurde auf das gréBere Volumen 
aufgefiillt. Fiir 4 und B wurden dann die Werte py = 8,17 
bzw. 8,19 erhalten. Darauf wurden folgende zwei Proben mit 
einer Kontrollprobe zur Digestion hingestellt: 
25eem A + 25cem B erhitzt + 25 cem Cas.-Lés. + 2cem 0,1 n-NaQH 1 
25eem A erhitzt + 25eem B - a 2 

Wie ersichtlich war in der Probe 1 die Harnenzymlésung 4 
wirksam und in der Probe 2 die Lésung B und das Substrat 
war in beiden Fallen das gleiche. 4 Tage bei 37°; 40 com 
Gerbsiure; 75 ccm Filtrat. Die Ergebnisse waren: 

Nr. 1 3,65 Nr. 2 14,95 


Versuch 3. 

Harn von HK. E., alkalisch, Alb. = 2,3 (Nephrose). Zwei 
gleiche Teile des Harns 4 und B wurden zunichst 4 Tage bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt, 4 bei py = 7,8, B bei py = 5,68. 
Darauf wurden beide 4 Tage gegen Leitungswasser dialysiert 
und danach auf das gréfere Volumen verdiinnt. py wurde 
nun fir 4 = 8,00 und fiir B = 7,93 gefunden. Dann wurden 
Verdauungsversuche wie in Versuch 2 ausgefiihrt: 


Nr. 1 10,95 Nr. 2 16,55 


Versuch 4. 


Harn von EK. E., Alb. = 2°/, (Nephrose). Behandlung zu- 
nachst wie im Versuch 3. Nach der Dialyse wurde in 4 
und B py=7,72 gefunden. Nun wurden ohne Zugabe von 
Casein als Substrat folgende Digestionsproben bereitet: 
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50cem A+2ccm0,in-NaOH ........A21 
” ‘ SemHO.... at a 2 
” + FeeGSe + ten e. ae 3 
i +2cecem HCl..... ; 4 


und dieselbe Reihe mit B anstatt 4. 4 Tage bei 37°: 25 ccm 
Gerbséure; 50 ccm Filtrat. Die Ergebnisse waren: 


A B 
Nr. 1 2,45 3,8 
-— 1,6 (pq = 1,72) 5,25. (py = 7,72) 
ee 2,85 3.85 
a 44 4,0 


Wie ersichtlich hat die Reihe 4 ihr Minimum bei 
Pu = 7,72, wihrend die Reihe # bei derselben Reaktion ihr 
Maximum von Wirkung hat. Deshalb wurde bei dieser Re- 
aktion folgender Digestionsversuch mit gréBeren Mengen aus- 


gefiihrt: 
50 eem A+ 50cem B erhitzt .... 1 


50 cem A erhitzt + 50ecem B . ... 2 
4 Tage bei 37°; 50 ccm Gerbsiiure; 100 ccm Filtrat. Ks er- 


gab sich: ; 
Nr. 1 6,3 Nr. 2 11,4 


Aus allen bereits angefiihrten Versuchen ist zu ersehen, 
daB die untersuchten Harne nach Aufbewahren bei schwach 
saurer Reaktion (py = 5,3—6) eine starkere Aufspaltung von 
EiweiB bei alkalischer Reaktion zeigten als nach Aufbewahren 
bei alkalischer Reaktion. Der gréBte Unterschied der beiden 
Harnproben wurde bei py = 7,7—8 erhalten und betraf sowohl 
die Aufspaltung von Casein als die des eigenen Hiweises des 
Harns. Der mit Siiure vorbehandelte Harn bleibt auch beim 
Aufbewabren bei alkalischer Reaktion mehr wirksam als der 
nicht mit Siure behandelte (Versuch 1). 

In den folgenden Versuchen wurde A gegen Leitungs- 
wasser dialysiert und B gegen destilliertes Wasser, weshalb 4 
alkalisch und B sauer wurde. 


Versuch 5. 


Harn von F., sauer, Alb. = 1,25°/,. A ergab nach 4 tagiger 


Dialyse gegen Leitungswasser py = 8,07 und B nach ebenso 
langer Dialyse gegen destilliertes Wasser py = 6,16. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 18 
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50 A + 50 B erh. +1 NaOH (py, = 1,76). 
50 A erh. + 50 B 
50 A +50 B 


” 


Co to = 


4 Tage bei 37°; 50 Gerbsiure; 100 Filtrat. Nach Abzug 
des Kontrollwertes waren die Analysenwerte: 

Nr.1 1,85 Nr.2 5,75 Nr.3 — 2,25 

Die Proben 1 und 2 enthielten offenbar die gleiche Sub- 
stratmenge; auch ergab Nr. 2, wo B wirksam war, eine gréBere 
Ziffer als Nr. 1, wo A wirksam war. Nr. 3, welche Probe 4 
und # in nicht erhitztem Zustande als Substrat enthielt, ergab 
eine geringere Ziffer als Nr. 2, obwohl die Enzymmenge grié8er 
war als in Nr. 2. Dies liegt wahrscheinlich mindestens zum 
Teil daran, daB, wie wir weiter unten ersehen werden, das 
erhitzte HarneiweiB leichter verdaut wird als das nicht erhitzte. 


Versuch 6. 


Harn von E., py = 6,46; Alb. = 0,4°/, (Amyloid). 4 ergab 
nach der Dialyse py = 8,5, B ergab py = 6,78. 


50 A + 50 B erh. + 0,2 NAOH (pp =80) .. ... 1 
50 A erh. + 50 B i (py = 8,0) 2 
50 A +50 B : (py = 7,78) . 3 


Behandlung wie in Versuch 5. 
Nr. 1 2,75 Nr. 2 4,45 Nr. 8 1,3 


Die Ergebnisse sind dieselben wie in Versuch 5, nur ist 
die fiir Nr. 8 erhaltene Ziffer geringer als sowohl die fiir Nr. 1 
wie fiir Nr. 2 erhaltenen. 


Versuch 7. 


Bei der Behandlung mit Siure darf der Saéuregrad nicht 
zu groB sein. Wenn dies eintreffen sollte, wird offenbar das 
Enzym zum Teil zerstért, was deutlich aus diesem Versuche 
hervorgeht. Harn von F., py = 6,7, Alb. =1°/,. 2B ergibt 
nach Dialyse gegen destilliertes Wasser py = 6,3. 

Kine ebenso groBe Harnmenge wird mit Essigsiure bis 
Py =4,96 versetzt und dann gegen destilliertes Wasser dialy- 
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siert, das auf 2'/, Liter mit 1 ccm 20°/, Essigsiure versetat 
ist. Dann py = 4,48 (C). 


50B+50Cerh.+4NaOH (pyp=7,7). ..... 21 
50 B erh. + 50 C ‘ Bd rey Tg 
50B+50C a ope ke ee 
Behandlung wie Versuch 5. 

Nr. 1 3,35 Nr. 2 2,2 Nr. 3 1,8 


Die saure Liésung (C) ergab also eine geringere Zitfer 
(Nr. 2) als die weniger saure (Nr. 1). Die Hemmung in Nr. 3 
ist auch hier vorhanden. Fiir die Erhaltung der Enzymmenge 
diirfte wohl der Siuregrad nicht stirker gehalten werden als 
entsprechend p;, = 5,3. 


Versuch 8. 


Harn von A, E., py = 5,39; Alb. = 1,1 °/, (Amyloid). Nach 
der Dialyse ergab A py = 8,12, B ergab py = 5,81. Di- 
gestionsversuch wie in Versuch 5 ausgefiihrt ergab 
Nr. 1 = 5,5 Nr. 2 = 5,4 Nr. 3 = 8,0. 
Dieser Versuch ist insofern belehrend, als er zeigt, daB B 
nicht immer eine stirkere Digestion ergibt; auch kann in 
diesem Versuch keine Hemmung nachgewiesen werden. 


Versuch 9. 


Harn von E. N., amphotere Reaktion, Alb. = 1°/, (Ne- 
phrose). 4 ergab nach der Dialyse py = 8,08; B wurde mit 
soviel Kssigsiiure versetzt, da8 rotes Lackmuspapier eben nicht 
beeinfluBt wurde, und dann gegen destilliertes Wasser dialy- 
siert, py} = 5,91. Dann wurde der Digestionsversuch folgender- 
maBen angeordnet: 


00:4 + 60 Barks + 12 Be... own ew 
50 A erh. + 50 B os eee eee 
50 A +50B SC el. ae 


Die Ausfiihrung geschah wie in Versuch 5 und ergab 
Nr.1 = 0,4 Nr.2 = 1,45 Nr. 3 = 0,8 
Auch hier ergab also B eine stirkere Digestion als 4 


und in Nr. 3 ist Hemmung gegeniiber Nr. 2 vorhanden. In 
18* 
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diesem Falle wurde der Digestionsversuch auch mit Casein 
als hauptsichlichstes Substrat ausgefiihrt und zwar in folgen- 
der Weise: 


25 A + 25 B erh. + 25 Caseinlésung + 1,7 NaOH (p,, =8,02). . 1 
25 A erh. + 25 B » ” os 
25 A+ 25 B " “ : 8 


4 Tage bei 37°; 45 Gerbsiure, 75 Filtrat. Die Analysen- 
werte waren: 
Nr.1 = 1,9 Nr. 2 = 4,25 Nr. 3 = 4,75 
Auch hier ergibt B eine stirkere Digestion als 4, aber 
von Hemmung ist Nichts zu ersehen. 


Versuch 10. 

Harn von demselben Patienten wie der im Versuch 9 
untersuchte Harn. py =6,2; Alb. = 1,4. Nach der Dialyse 
war py fir A = 8,02, fir B=6,3. Derselbe Digestionsver- 
such wie in Versuch 5 (pq = 8,02) ergab: 

Nr.1 = 0,2 Nr. 2 = 0,4 Nr.3 = 0,4. 
Mit Casein als hauptsiachlichstes Substrat wie im Versuch 8 
ergab sich: 

Nr. 1 = 1,65 Nr.2 = 1,95 Nr. 3 = 2,75. 

Hier finden wir einen auffallend geringen Unterschied 
zwischen den Wirkungen von # und 4 und auch ist keine 
Hemmung zu ersehen. 


Versuch 11. 

Harn von L. L., py = 7,83; Alb. = 1,3°/, (Amyloid). 4 er- 
gab nach der Dialyse py = 8,38, B ergab py = 5,93. Die ge- 
wohnliche Versuchsreihe wie Versuch 5 ergab: 

Nr. 1 = 0,85 Nr.2 = 8,4 Nr. 3 = 1,25. 

Die Ergebnisse stehen also in vollem Einklang mit den 

in Versuch 5 und anderen Versuchen erhaltenen. 


Versuch 12, 
Harn von derselben Patientin wie in Versuch 11, schwach 
sauer, Alb. = 2,4°). Fiir 4 wurde nach der Dialyse py = 7.84, 
fir B py=5,6 erhalten. 
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254+25H,0 ergab .... . . py = 7,80 
50B+23NaO0OH , ..... . py =7,82 
50 A + 50 B + 2,3 NaOH _ - + « Py = 7,80 
Es wurden folgende Digestionsproben bereitet: 
50 A + 50 B erh. + 2,3 NaOH 1 
50 A erh. + 50 B - a a ee en, 
50 A+ 508B . (2 Proben) . . . 8a und 3b. 
Ausfihrung wie in Versuch 5. Ks ergab sich: 
Nr. 1 = 234 Nr. 2 = 10,65 Nr. 3a = 2,9 
» 3b = 2,85. 


Die zwei Proben 3a und 3b zeigen gute Ubereinstimmung. 
Wie in den meisten der vorher angefiihrten Versuche ergibt 
Nr. 2 eine Ziffer, welche gréBer ist als die in Nr. 1 und Nr. 3 
erhaltenen. Um zu priifen, ob das erhitzte Eiwei8 in diesem 
Falle vielleicht leichter aufgespalten wird als das nicht er- 
hitzte und um auch den KinfluB der Verdiinnung auf die 
. Resultate zu priifen, fihrte ich gleichzeitig mit den eben an- 
gefiihrten Verdauungsversuchen auch Versuche mit folgenden 
Proben aus: 


50 A (+ 52,3 H,O nach beendeter Einwirkung des Enzyms). . 4a 
504+523H.O .... — e & el ee ee 
50 B + 2,3 NaOH (+ 50 H,O snide eee ee a 
WB+2ZBNeOH +50 HO .. . 2. 2. 2 ee we ew te ew we OW 
Die Ergebnisse waren nach Abzug der Kontrollwerte: 
Re. 4a = 05 Nr. 5a = 8,95 
» 4b = 03 » Db = 8,65. 


Wie aus den oben angefiihrten Ziffern fiir py erfolgt, war 
dieser Wert derselbe fiir alle Proben 1—5. Irgendwelcher 
Einflu8 der Verdiinnung wihrend der Verdauung ist in den 
Proben 4a und 4b nicht zu finden; in den Versuchen 5 ergab 
aber die konzentriertere Probe a eine etwas gréBere Ziffer 
als die verdiinntere b. 

Die Verdaulichkeit des erhitzten Eiwei6b im Vergleich mit 
dem nicht erhitzten ist aus einem Vergleich einerseits zwischen 
den Versuchen 1 und 4 und andererseits zwischen 2 und 5 
zu ersehen. Es ergibt sich dabei, daf die Analysenziffern 
m 1 und 2 hauptsichlich von der Aufspaltung des erhitzten 
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KiweiBes herriihren mu, und die Hemmung, welche die Probe 3 
im Vergleich mit 2 zeigt, konnte méglicherweise an der gréBeren 
Spaltbarkeit des in 2 vorhandenen erhitzten KiweiBes liegen. 
Vergleichen wir aber die Proben 5 mit den Proben 3, so er- 
gibt sich, daB erstere die Enzymmenge und das Substrat von 
50 B enthielten, wahrend letztere 50 B+ 504A oder gréBere 
Mengen sowohl an Enzym wie an Substrat enthielten. Trotz- 
dem ergaben die Proben 5 gréBere Analysenwerte als die 
Proben 3. Die Harnprobe 4 muB etwas enthalten haben, das 
die Enzymwirkung gehemmt hat. Nun kénnte man sich vor- 
stellen, daB diese Hemmung aus dem Grunde zustande kommt, 
daB das mit Saure nicht behandelte EiweiB (4) schwieriger 
aufgespalten wird als das mit Saure behandelte (4). In dem 
Falle miiBte aber 4 nach Behandlung mit Siure leichter aui- 
gespalten werden in alkalischer Lésung als ohne vorangegangene 
Behandlung mit Saéure; wie wir sogleich ersehen werden, ist 
dies nicht der Fall. 

Nach der Dialyse und nach 14 tigigem Aufbewahren bei 
Pu = 7,84 wurde mit der Lésung 4 folgender Versuch vorgenommen: 

50 4 + 2,3 com 0,1 °/, HCl (4,, po = 5,94) wurde 5 Tage 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann mit 2,3 cem 
0,ln-NaOQH versetzt. Andererseits wurde 504 mit einer 
Mischung von 2,3 ccm 0,1 n-HC] und 2,3 ccm 0,1 n-NaOH ver- 
setzt und in der gleichen Weise aufbewahrt (4,). Dann wurden 
folzende Proben bereitet: 


15 A, + 15 A, erh. + 40 Caseinlésung + 3 NaOH (p,, = 8,00). . 1 
15 A, erh. + 15 A, - - 


4 Tage bei 37°; 50 Gerbsiure; 75 Filtrat. 
Nach Abzug des Kontrollwertes waren die Werte 


bo 


Nr. 1 = 3,1 Nr. 2 = 4,35. 


In diesem Falle finden wir also in der siiurebehandelten 
Probe keine gréBere Enzymmenge als’in der nicht mit Saure 
behandelten. Im Gegenteil ergab sich fir Nr. 1 eine etwas 
geringere Zitter als fiir Nr. 2, was wohl an einer Zerstérung 
von Enzym unter dem Kinfiu® der Saiure liegen mub. Wenn 
der frische Harn mit Saéure behandelt wird, zeigt er also 
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einen gréberen Gehalt an Enzym als derselbe Harn direkt 
mit Alkali behandelt; dasselbe ist aber nicht der Fall mit dem 
bereits mit Alkali geniigend behandelten Harn. 

Ein entsprechender Versuch wurde mit der sauren Lisung B 
(py = 5,6) gemacht, indem eine Probe mit schwachem Alkali 
behandelt wurde und eine andere ohne solche Vorbehandlung 
fir die Enzymbestimmung benutzt wurde: 

50 B + 2,3 com 0,1 n-NaOH (B,, p, = 7,82) wurde 5 Tage 
bei Zimmertemperatur gehalten, und eine ebensolche Probe 
wurde erst nach dem Verlauf der 5 Tage hergestellt (B,). Dann 
wurden folgende Proben bereitet: 


15B, + 15 B, erh. + 40 Cas.-Lésung + 3NaOH (p,, = 8,00) . . . 1. 
15 B, erh. + 158, - “ 2. 
4 Tage bei 37°; 50 Gerbs., 75 Filtrat. 
Nr, 1 = 9,95; Nr. 2°= 8,65. 


Auch hier finden wir also den geringen Wert mit der 
sauer gehaltenen Lisung B,. Nur wenn der frische Harn mit 
Alkali behandelt wird, bekommt man also darin eine geringere 
Enzymmenge als in dem sauer gehaltenen Harn. Die Be- 
handlung mit Saéure scheint in diesen beiden letzten Versuchen 
mit 14 Tage bereits bei alkalischer oder saurer Reaktion auf- 
bewahrtem Harn eine Zerlegung von ein wenig Enzym herbei- 
gefiihrt zu haben. 

Die Ergebnisse der angefiihrten Versuche mit Harnen, 
welche alle viel Eiweif enthielten, kénnen kurz folgendermaben 
angegeben werden: 

Wenn der frische Harn einige Tage schwach sauer ge- 
halten wird, zeigt er nachher eine stirkere proteolytische 
Wirkung bei alkalischer Reaktion, als derselbe Harn, wenn er 
dieselbe Zeit schwach alkalisch gehalten wird. Dieser Unter- 
schied wird nicht erhalten, wenn die Behandlung mit Saure 
stattfindet, nachdem der Harn einige Zeit alkalisch gehalten 
worden ist. Auch wird der Unterschied nicht erhalten, wenn 
die Behandlung mit Alkali stattfindet, erst nachdem der Harn 
einige Tage schwach sauer gehalten worden ist. 

Ich kann diese Ergebnisse nur in folgender Weise 
erklaren: 
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Das im frischen Harn vorhandene, bei alkalischer Reaktion 
wirkende Enzym wird im alkalischen Harn allmihlich in un- 
wirksamen Zustand iibergefiihrt, welcher ProzeB bei schwach 
saurer Reaktion verhindert wird. Ist das Enzym einmal un- 
wirksam, kann es nicht durch Siure wieder wirksam gemacht 
werden. Ist der Harn geniigend mit Siure behandelt worden, 
so wird das Enzym beim Behandeln mit schwachem Alkali 
nicht unwirksam. 

Die Unwirksamkeit des EKEnzyms wird wahrscheinlich durch 
eine hemmende Substanz herbeigefiihrt, welche bei alkalischer 
Reaktion wirkt, aber durch Saure zerstért wird; diese Zer- 
stérung findet nicht statt, nachdem das Neutralisieren oder die 
Unwirksamkeit des Enzyms bereits zustande gebracht ist. 
Solche Hemmungskérper sind bereits vorher bekannt. In der 
Weise oder jedenfalls in ihnlicher Weise verhilt sich, wie ich 
gefunden habe, die im Blutserum vorhandene Substanz, welche 
die Wirkung des Trypsins hemmt') und ebenso diejenige Sub- 
stanz des Blutserums, welche auf die «-Protease der Milz 
hemmend einwirkt.”) Das Vorhandensein einer solchen Sub- 
stanz im EiweiBharn wird durch den Versuch 8S. 8 u. 9 ohne 
erhitztem EiweiB sehr wahrscheinlich. 

In Ausnahmefiallen werden die oben angefiihrten Ergebnisse 
entweder nicht erhalten oder nur sehr wenig hervortretend 
(Vers. 8 u. 10). Einmal koénnte in solchen Fallen das vor- 
handene Enzym anderen Ursprungs sein und zweitens kénnte 
der Hemmungskérper von vornherein nicht vorhanden gewesen 
sein; auch kénnte derselbe durch zu stark saure Reaktion des 
Harns zerlegt oder durch stark alkalische Reaktion an dem 
Enzym gebunden sein, In der alkalisch gehaltenen Lésung 4 
liBt sich der Hemmungskérper durch hemmende Einwirkung 
auf siiurebehandeltes Enzym wahrscheinlich nur in solchen 
Fallen nachweisen, wo er dem Enzym gegeniiber in einem 
ziemlichen Uberschusse vorhanden ist, was wohl nicht immer 
zutrifft. 


1) Biochem. Jl. Bd. 1, 8. 474 (1906). 
*) Hammarstens Festschr. (1906). 
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Da ich vorher beobachtet habe, daB die im Blutserum 
vorhandene Substanz, welche die Wirkung des Trypsins auf 
Casein hemmt, durch die Einwirkung von Saure zerlegt wird, 
habe ich gepriift, ob die in oben beschriebener Weise erhaltenen, 
dialysierten Lésungen A und B zu Trypsin méglicherweise ver- 
schieden sich verhalten. Das Trypsin riihrte vom Rinde her, 
war nahezu frei von Eiwei8 und stark dialysiert und folglich 
frei von Aminosiiuren. Die Harnlésungen 4 und B waren die- 
selben wie die in Versuch9 gebrauchten. Die Lisung B wurde 
vor dem Versuche mit 2,4 ccm 0,1 n.-NaOH auf 100 ccm ver- 
setzt. Es wurden folgende Mischungen hergestellt: 


2 Tryps.-Lsg. + 5A + 25 Cas.-Lsg. + 5 NaOH (p,, = 9,92). 

(2 'T'ryps.-Lsg. -+ 5.A) 3 Stdn. bei Zimmertemp. -+- 25 Cas.-Lsg. -+- 5 NaOH 
2 Tryps.-Lsg. erh. +- 5A = a 

2 'Tryps.-Lsg. +- 5A erh. + 25 Cas.-Lsg. + 5 NaOH (p,, = 9,96) 


me wh 


AuBerdem eine ebensolche Reihe mit B anstatt 4. In 
dieser letzteren Reihe wurde p,, fiir Nr. 1 = 10,06 und fir 
Nr. 4 = 10,08 gefunden. Die Digestion der genannten Proben 
dauerte 1 Tag bei 37° 25Gerbsiurelésung wurde zugesetzt 
und 45 Filtrat fiir die N-Bestimmung genommen. Die Er- 
gebnisse waren: 


Mit Loésung A. Mit Lésung B. 
Nr. 1 0,7 (Hemmung = 8,4) 8,65 (Hemmung = 0,55) 
>. < 06( , = 8,5) Wt = 2,1) 
a 0,1 0,1 
4 9,1 9,2 


Wie ersichtlich, war die Reaktion (p,,) anfanglich dieselbe 
mit erhitztem und nicht erhitztem 4 und B, und die Hemmung 
kann folglich nicht durch irgendwelche Anderung der Reaktion 
hervorgerufen sein. Die Probe 4, welche die Wirkung des 
Trypsins ohne irgendwelche Hemmung reprisentiert, ergibt, wie 
zu erwarten war, den gleichen Wert in beiden Reihen. Die 
Proben 3, welche die Wirkung von 5 ccm Harn ergaben, zeigen 
praktisch keine Wirkung dieser geringen Harnmenge. Die 
Probe 1 ergibt mit A eine fast vollstindige Hemmung, welche 
beim Aufbewahren der Mischung von Trypsin und Hemmungs- 
kérper (Nr. 2) nicht wesentlich zunimmt. Mit der séurebehan- 
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delten Lésung B war dagegen die Hemmung sehr schwach und 
nahm mit der Zeit entschieden zu. Die in 4 vorhandene 
ziemlich kraftige hemmende Substanz erreichte sofort ihre volle 
Wirkung. Diese Substanz war in der siurebehandelten Lisung B 
sehr weit entkraftet und konnte nur allmidhlich eine schwache 
Wirkung entfalten. 

Die gleichen Ergebnisse wurden erhalten, wenn Pepton 
anstatt Casein als Substrat angewandt wurde. Die Mischungen, 
welche bei den Versuchen verdaut wurden, waren ganz wie die 
obigen zusammengesetzt; nur war 25 Peptonlésung anstatt 
25 Caseinlésung zugegeben; sonst wurden die Peptonversuche 
wie die oben beschriebenen Caseinversuche ausgefiihrt. Die 
Ergebnisse waren: 


Mit Lésung 4A. Mit Lésung B. 
Nr. 1. 1,05 (Hemmung = 6,6) 7,4 (Hemmung = 0,5) 
5 1,85 ( ” = 6,8) 7,1 ( ” = 0,8) 
i 1,5 1,5 
4, 7,65 7,9 


2 


Py war am Anfang dieser Versuche = 9,48. 

Diese Versuche mit aus Pankreas erhaltenem Trypsin 
zeigen eigentlich nur, daB hemmende Substanzen mit dem Ki- 
weiB zusammen in den Harn iibergehen kénnen, sowie daB 
diejenige Substanz, welche die Trypsinwirkung hemmt, im Harn 
ebenso wie im Serum, bei der Behandlung mit Siure ihre 
Wirkung einbiBt. Man darf aber aus diesen Versuchen nicht 
den Schlu8 ziehen, daB das im EiweiBharn vorhandene, am 
besten bei alkalischer Reaktion wirkende Enzym Trypsin sein 
muB; es hat sich nimlich herausgestellt, daB auch Enzyme 
anderen Ursprungs, z.B. Enzyme aus der Milz,') aus der Hefe*) 
und andere Enzyme vegetabilischer Herkunft durch Serum 
gehemmt werden. AuBerdem ist die hemmende Kinwirkung 
der Harnlisung 4 offenbar bei weitem energischer als die auf 
das Harnenzym. 

In meiner vorigen Abhandlung tiber die proteolytischen 
Enzyme des Harns habe ich tiber Versuche berichtet, bei 


1) Hedin in Hammarstens Festschr. (1906). 
2) Harden, Berl. Ber. Bd. 36, S. 717 (1903). 
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welchen ich in einem Teil des stark eiweifhaltigen Harns das 
Kiwei8 durch Sattigen mit Am,SO, ausgefallt, durch Dialysieren 
des Niederschlags das Salz entfernt und danach die darin vor- 
handenen Enzymmengen mit den im direkt dialysierten Harn 
vorhandenen verglichen habe.') Die meisten dieser Versuche 
zeigten eine gréBere Menge des bei alkalischer Reaktion auf 
Jasein einwirkenden Enzyms in dem mit Am,SO, ausgefillten 
als in dem ohne Ausfallung direkt dialysierten Harn. Die 
Ausfaillung mit Am,SO, hatte also etwa dieselbe Wirkung wie 
die Behandlung mit Saiure. In beiden Fallen wird das In- 
aktivieren des Enzyms mehr oder weniger vollstandig ver- 
hindert. Es scheint, daB bei der Ausfallung das Enzym prak- 
tisch vollstindig mit dem Eiwei8 zusammen ausgefallt wird, 
wihrend die hemmende Substanz nicht vollstindig mit folgt. 
Um die Wirkung der Siure und der Ausfillung vergleichen zu 
kénnen, verfuhr ich im oben angefiihrten Versuch 1 in der 
Weise, daB ich in einem Teil des Harns (C) in angedeuteter 
Weise mit Am,SO, das EiweiB ausfallte, den Niederschlag 
dialysierte und die dialysierte Lésung auf dasselbe Volumen 
wie die dialysierten Lésungen 4 und 8B auffiillte. Die Werte 
fiir p,, waren 
A = 8,20; B = 8,20; C = 8,07. 

Die Ergebnisse der Einwirkung auf Casein (siehe Vers. 1) waren: 


A B C 
Soft .. . . oe 10,45 8.7 
Nach 24 Tagen . . 3,1 10,9 8,4 


In diesem Falle hat also die Siure (8) kraftiger gewirkt 
als die Ausfillung; beide wirkten aber in der gleichen Richtung. 
Die fiir C erhaltene Ziffer inderte sich nicht wesentlich beim 
Aufbewahren des Harns. Indessen habe ich in meiner zitierten 
Arbeit iiber die Harnenzyme mehrere Beispiele einer solchen 
beim Aufbewahren der nach Ausfillung mit Am,SO, erhaltenen 
Knzymlésung eingetretenen Abnahme der Enzymmenge an- 
gefiihrt. Diese Abnahme betraf meistens nur das bei alkalischer 
Reaktion auf Casein einwirkende Enzym und nicht so sehr die 


) Diese Zs. Bd. 112, S. 276ff. (1921). 
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bei alkalischer Reaktion stattfindende Kinwirkung auf Pepton 
oder die Kinwirkung bei stark saurer Reaktion auf Casein. 

Das Verhalten der bei alkalischer und schwach saurer 
Reaktion auf das Harneiwei8 einwirkenden Enzyme habe ich 
in folgendem Versuch verglichen. Die Lésungen 4 und B 
wurden wie in Versuch 5 hergestellt und folgende Werte fir p,, 
erhalten: 


A = 8,30 
B = 5,60 
50A + 1,1 com 0,2n-HCl = 5,63 


50B + 1,5 eem 0,1 n-NaOH = 8,24 
Alb. der Lésungen = 0,5°/, 


Folgende Verdauungsgemische wurden hergestellt: 


100.4 + 3H,0 . , 

100B+-3NaOH .... 

100A + 2,2 HCl +- 0,8 H,O 

100B + 3H,0 . ; 
4 Tage bei 37°; 40 Gerbs.; 50 Filtrat. 


m of DD = 


Die Ergebnisse waren: 


Nr. 1 = 0,6; Nr, 8 = 2,45; 
Nr. 2 = 2,6; Nr. 4 = 2,1. 


Wie ersichtlich, betrifft die Hemmung nur das bei alka- 
lischer Reaktion wirkende Enzym und nicht das bei saurer 
wirkende, was vollig mit den Ergebnissen des Versuchs 4 
(S. 267) steht. 

SchlieBlich soll erwihnt werden, da8 ich auch mit nor- 
malem, eiweiBfreiem Harn einen Versuch ausgefiihrt habe. Der 
Harn ergab p, = 5,31. Von demselben wurde eine Probe 4 
sofort zur Dialyse gegen Leitungswasser hingestellt und eine 
andere B erst nachdem der Harn 3 Tage bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt worden war. Dann wurden folgende Proben her- 


gestellt: 


25A+ 25B erh. + 25 Cas.-Lsg. + 3 NaOH. 1 
25A erh. + 25B m Ne ee 
254A + 25B erh. -++ 25 Peptonlsg. + 3 NaOH 3 
25A erh. + 25B Sys eee 


4 Tage bei 37°; 20 Gerbs.; 75 Filtrat. 
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Die Ergebnisse waren: 
Nr. 1 = 0,8; Nr. 3 = 4,05; 
Nr. 2 = 0,8; Nr. 4 = 38,70. 

Das bei alkalischer Reaktion auf Casein einwirkende Enzym 
wurde also nicht beeinfluBt, das auf Pepton einwirkende wurde 
durch die Siure etwas geschidigt. Im normalen Harn fand 
sich also kein Hemmungsk6rper. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen folgendermaBen kurz 
angegeben werden: 

1. Wenn frischer, stark eiweiBhaltiger Harn einige Tage 
mit sehr schwacher Siure (am besten wohl p,, = 5,3—6,3) be- 
handelt wird, so enthalt die Lésung in den weitaus meisten 
Fallen mehr bei alkalischer Reaktion auf das eigene EKiweib 
oder auf zugesetztes Casein einwirkendes Enzym als derselbe 
Harn direkt einige Tage bei schwach alkalischer Reaktion auf- 
bewahrt. Wird der Harn zuerst sauer gehalten und dann 
schwach alkalisch gemacht, halt sich die Enzymmenge auf 
einem hohen Werte. Wird der Harn zunichst alkalisch ge- 
halten und dann mit Siure behandelt, tritt keine Zunahme 
der EKnzymmenge ein. 

2. Diese analytischen Ergebnisse kénnten in der Weise 
erklirt werden, daf der frische Harn eine hemmende Substanz 
enthilt, welche bei alkalischer Reaktion das Enzym allmiihlich 
auBer Wirkung setzt und durch Siure zerlegt wird. Ist diese 
Substanz einmal bei saurer Reaktion zerstért worden, kann 
bei danach eingetretener alkalischer Reaktion keine Hemmung 
zustande gebracht werden; ist das Enzym einmal bei alka- 
lischer Reaktion seines Wirkungsvermégens beraubt worden, 
kann es nicht bei saurer Reaktion wieder wirksam gemacht 
werden. Die Gegenwart der hemmenden Substanz ist in einem 
Kalle durch ihre Einwirkung auf zugesetztes, mit Saure be- 
handeltes Knzym nachgewiesen worden. 

3. Auf die Aufspaltung von Casein und von Pepton durch 
l'rypsin wirkt der direkt alkalisch gehaltene KiweiBharn stark 
hemmend, wihrend der sauer gehaltene Harn verhiltnismaBig 
nur sehr schwach hemmend wirkt. 
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Uber die Lignocerinsiure und ihre Derivate. 
Von 


Perey Brigl und Edgar Fuchs. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitit Tibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Februar 1922 


So gut die Chemie der Fettsiiuren in ihren niederen und 
mittleren Gliedern durchgearbeitet ist, so wenig kénnen wir 
liber die héchsten Glieder aussagen, deren Vertreter vielfach 
anzutreffen sind, wie Behensaure, Lignocerinsiure, Carnauba- 
siure, Cerotinsiure, Montansaiure, Mellisinsiiure und Psylla- 
siure. Das letzte Glied, bei dem man die Konstitution bisher 
einwandfrei festlegen konnte, war die Behensiure, die n-Dokosan- 
siure, CH,-(CH,),,-CO,H. 

Inzwischen ist nun iast gleichzeitig von zwei verschiedenen 
Seiten wenigstens noch das nichste Glied, die n-Tetrakosan- 
siure-1 CH,-(CH,),,.CO,H synthetisch, von der Behensiure 
ausgehend, aufgebaut worden, einerseits von Meyer, Brod 
und Soyka’), andererseits von dem einen von uns?), gelegent- 
lich des Studiums der Cerebronsiiure. Diese Synthese gab 
nun die Méglichkeit, die zahlreichen natiirlichen Vorkommnisse 
von gesittigten Tetrakosansiuren daraufhin zu durchforschen, 
ob eine von ihnen mit dem synthetischen Material identisch 
war. Beschrieben waren vor allem zwei im Schmelzpunkt 
sich wesentlich unterscheidende Produkte, die Lignocerinsiure 
(Schmelzp. 783—81°), im Buchenholzteer von Hell und Herr- 





1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 1113 (1913). 
*) P. Brigl, Diese Zs. Bd. 95, S. 161 (1915). 
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manns’) aufgefunden, und die Carnaubasiiure (Schmelzp. 72,5°) 
im Carnaubawachs von Stiirke*) entdeckt. Weitere Vor- 
kommnisse von Tetrakosansiuren hat man dann, meist aus- 
schlieBlich auf Grund des Schmelzpunktes, mit einer der beiden 
identifiziert. Vor allem die Lignocerinsiure hat sich als ein 
ziemlich verbreiteter Kérper erwiesen. Sie findet sich nicht 
nur in pflanzlichen Produkten, wie dem Arachisél*), faulendem 
Kichenholz*), im Torfboden®) und damit zusammenhiangend im 
Braunkohlenteer®), auch im Tierreich ist man auf sie gestoBen, 
besonders bei der Untersuchung von Gehirnstoffen. Thier- 
felder’) fand sie als Spaltstiick des Kerasins, bezeichnete sie 
allerdings, weil kein direkter Vergleich mit der Saure des 
Buchenholzes stattgefunden hatte, als Kerasinsiure, wahrend 
sie spiter Rosenheim) als Lignocerinsiure ansprach. 
Levene®) stieB bei der Oxydation seiner sogenannten Cere- 
bronsiure gleichfalls auf sie, sie ist schlieBlich auch ein Spalt- 
stiick des Sphingomyelins’°) und des als Carnaubon bezeich- 
neten Phosphatidgemisches.!!) Bei dieser Haufigkeit des Vor- 
kommens hat die Feststellung der Konstitution der Lignocerin- 
sdure einiges Interesse. 

Die synthetische Tetrakosansiure unterscheidet sich nun 
im Schmelzpunkt erheblich von den Naturprodukten. Sie 
schmilzt bei 85°, also immer noch mindestens 4° héher als 
die héchstschmelzende Lignocerinsiiure. Infolgedessen haben 
Meyer und Mitarbeiter auch auf die Nichtidentitat der beiden 
Siuren geschlossen, einen Schlu8, den sie noch dadurch zu 
stiitzen suchten, daB sie Mischschmelzpunkte nahmen und 


') Chem. Ber. Bd. 13, 8. 1713 (1880). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 223, S. 306 (1884). 
5) Kreiling, Chem. Ber. Bd. 21, S. 880 (1888). 
‘) Sullivan, Chem. Zbl. 1918, I, S. 632. 

5) Schreiner u. Shorey, Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 32, S. 1674 (1910). 
5) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, 8. 1113 (1913). 

7) Diese Zs. Bd. 85, S. 55 (1913). | 

8) Biochem. Jl. Bd, 10, S. 142 (1916). 

*) Levene u. West, Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, S. 193 (1913). 
) Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, S. 153 (1913). 

") Rosenheim u. Me Lean, Biochem. Jl. Bd. 9, 8. 103 (1915). 
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andererseits ihre Lignocerinsiure aus Arachis6l bis zur Dokosan- 
siure abbauten, die auch nicht identisch zu sein schien mit 
der Behensiure. Bei dieser Gelegenheit verglichen und identi- 
fizierten sie einige Lignocerinsiuren pflanzlicher Herkunft. 
Dieser Befund deckte sich nun durchaus nicht mit dem 1913 
von dem einen von uns erhaltenen Ergebnis der Untersuchung 
der Lignocerinsiiure aus Buchenholzteer.') Die Versuche 
wurden daher erneut aufgenommen und auf breiterer Basis 
durchgefiihrt und im Zusammenhang damit noch eine Reihe 
synthetischer Versuche angestellt. 


A. Die Untersuchung der Bestandteile des Buchenholzteers. 


Es zeigte sich, daB die Lignocerinsiure in der Form, wie 
sie bisher den Untersuchungen zugrunde gelegen hat, noch ein 
(semisch ist, jedoch — und das ist das Kigenartige daran — 
nicht etwa ein Gemisch von Siuren mit verschieden groBem 
Molekulargewicht, sondern von zwei Isomeren. Welcher Art 
diese [somerie sein kann, dariiber soll weiter unten gesprochen 
werden. Eins der Isomeren jedoch, das allerdings nur recht 
mithsam zu isolieren war, war vollig identisch mit dem syn- 
thetischen Produkt, in der Lignocerinsiure ist also n-Tetra- 
kosansiure enthalten. Durch diese Feststellung ist den Schlub- 
folgerungen von Meyer und Mitarbeitern der Boden entzogen, 
da ihre ganzen Beobachtungen sich nur auf das Gemisch be- 
ziehen. 

Das zur Isolierung fiihrende Verfahren stellte prinzipiell 
nichts Neues dar. Es wurde ein sogenanntes Buchenholzteer- 
Rohparaffin verarbeitet, fiir dessen Uberlassung wir dem Verein 
fiir Chemische Industrie zu Dank verpflichtet sind. Die am 
schwersten léslichen Anteile des Teers bestanden aus Ver- 
tretern der héheren aliphatischen Reihe, neben einem Kohlen- 
wasserstoff und einer Wachsart aus einem sauren Anteil, der, 
iiber das Bleisalz gereinigt, mit der Lignocerinsiure friiherer 
Autoren identisch war. Das hier vorliegende Gemisch — es 
soll im folgenden Rohlignocerinsiure genannt werden — war 


1) Vel. hierzu diese Zs. Bd. 95, 8. 167 (1915), Anm. 2. 
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als solches zuerst nicht kenntlich, da weder fraktionierte 
Destillation des Methylesters noch die iibliche Art des Um- 
krystallisierens eine Anderung des Schmelzpunktes ergub. Erst 
eine Kombination von fraktionierter Fallung als Magnesium- 
salz und fraktionierter Krystallisation teilte es soweit auf, dab 
die am schwersten léslichen Anteile einen scharfeu Schmelz- 
punkt von 85°, eben den der synthetischen n-Tetrakosansiure 
erhielten. Die vermutliche Identitat mit letzterer lieB sich 
aber durch das Vorliegen des synthetischen Vergleichskérpers 
exakt beweisen. Mischschmelzpunkte nicht nur der Sauren 
selber in stark variierten Verhiltnissen, sondern auch einer 
Reihe von Estern beider Siuren lagen ohne Ausnahme bei 
dem gleichen Punkt. Der hoch schmelzende Anteil der Ligno- 
cerinsdure ist zweifelsfrei mit n-Tetrakosanséure identisch. 
Uber die Natur der Beimengung in der Roblignocerin- 
saure lieB sich nicht mit gleicher Bestimmtheit etwas aus- 
sagen. Am nichsten lige es nach sonstigen Analogien, an 
die Gegenwart kleinerer Mengen einer Siure von griferem 
oder kleinerem Molekulargewicht zu denken. Eine Andeutung 
miBte man dann aber bei der Bestimmung des Molekular- 
gewichts einerseits der Rohsiure, andererseits der verschiedenen 
Fraktionen der Saiure erwarten. Es zeigte sich jedoch, dab 
alle Fraktionen innerhalb der Fehlergrenzen auf C,,P..0, 
stimmende Werte gaben. Da andererseits alle Versuche, durch 
erhéhte Reaktionsfahigkeit gegeniiber Oxydationsmitteln eine 
verzweigte Kohlenstoffkette nachzuweisen, ebenso erfolglos waren, 
wie der Versuch, Beimengungen eines Kérpers mit Doppel- 
bindung, einer Alkohol- oder Ketogruppe zu erkennen, muB 
man vorlautig sich mit der Feststellung begniigen, daB auch 
die bis zu 11° niedriger schmelzenden Anteile der Rohligno- 
cerinsiure eine 'etrakosansiiure darstellen, nach dem Schmelz- 
punkt auf eine Stufe zu stellen mit der Carnaubasiure. Ob 
man‘nun eine wirkliche Isomerie annehmen will, fiir die wir 
weiter unten noch eine Erklirung versuchen wollen, oder ob 
man sagt, es liegt nur die Normalsaure vor, deren Schmelz- 
punkt durch eine bei der GréBe des Molekulargewichts nicht 
mehr nachweisbare Beimengung herabgedriickt ist, das ist vor- 
Hoppe-seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 19 
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laufig Sache des Standpunkts. Uns erscheint eine Beimengung, 
die den Schmelzpunkt um 11° herabdriickt und trotzdem 
analytisch nicht nachweisbar ist, wenig wahrscheinlich. 

Recht ahnliche Verhialtnisse wie bei der freien Lignocerin- 
siure ergaben sich auch bei der Untersuchung des nicht sauren 
Anteils des Buchenholzteers. Schon Hell und Herrmanns 
erwihnen neben der Lignocerinsiure noch fliichtig ein Paraffin 
und einen Alkohol, ohne iiber seine Zusammensetzung nihere 
Angaben zu machen. Ks zeigte sich nun, daB in diesem An- 
teil neben einem ungesiittigten Kohlenwasserstoff vor allem 
auch eine Wachsart enthalten war C,,H,,O,, von uns Ligno- 
cerin genannt. Dies Lignocerin, zusammengesetzt aus Ligno- 
cerinsiure und dem entsprechenden Alkohol, erklirt ja auch 
ausgezeichnet die Gegenwart des Kohlenwasserstoffs, wenn 
man sich vergegenwartigt, daB solche Wachse bei hoéherer 
Temperatur, wie sie bei der Teergewinnung ja vorgelegen hat, 
zerfallen kénnen in die zugrunde liegende Siaure und den 
Kohlenwasserstoff der Athylenreihe, wie Krafft?) unter anderem 
beim Walrat gezeigt hat: 

CH, -(CH,),,-CO-O-CH, +(CH,),,-CH, 
= CH,-(CH,),,;<COOH + CH,:CH-(CH,),,-CH, . 


Hier kann man analog in der Wachsart das Primiire 
sehen, aus der durch pyrogene Zersetzung die anderen Be- 
standteile des Teers, die freie Lignocerinsiure und der un- 
gesittigte Kohlenwasserstoff entsteht. Fiir einen solchen Zu- 
sammenhang spricht vor allem auch, daB die Untersuchung 
der beiden Komponenten des Wachses, der Lignocerinsiure 
und des Lignocerinalkohols, die gleichen Verhiiltnisse wie bei 
der freien Lignocerinsiure ergab. 

Die Lignocerinsiiure des Lignocerins zunichst war gleich- 
falls ein Gemisch, aus dem sich genau wie bei der obigen 
Rohsiure ein Anteil herausfraktionieren lieB, der mit n-Tetra- 
kosansiiure identisch war. Daneben war jedoch noch das 
niedriger schmelzende Isomere zugegen. 

Analog liegen wohl auch die Verhiltnisse bei dem Ligno- 





1) Chem. Ber. Bd. 16, S. 3023 (1883). 
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cerinalkohol, eiem primaren Alkohol C,,H,,O. Er kann gleich- 
falls recht wechselnd schmelzen, hat jedoch stets analytisch 
gleiche Zusammensetzung. Verwandelt man ihn in die ent- 
sprechende Séure durch Erhitzen mit Natronkalk—Kali, so 
kommt man zu einer Lignocerinsiure von wechselndem, aber 
niedrigem Schmelzpunkt. Mit den bisher in der Literatur be- 


schriebenen Alkoholen C,,H,,O, dem Carnaubylalkohol') und ~ 


dem aus dem Montanwachs erhaltenen Tetrakosanol?) war er, 
wenigstens in dem jetzt vorliegenden Reinheitsgrad nicht mit 
Sicherheit zu identifizieren. Danach wire auch der Lignocerin- 
alkohol als ein Gemisch anzusehen, ein Gemisch, das auf- 
zuteilen bisher noch nicht gelingen wollte. Um die Ver- 
mutung zu erhiarten, daB hierin, analog wie bei der Lignocerin- 
siure selber, der Vertreter mit normaler Kette enthalten sei, 
wurden aber noch eine Reihe von Derivaten des Lignocerin- 
alkohols dargestellt und diese verglichen mit den entsprechen- 
den Derivaten des zu dem Zweck neu dargestellten n-Tetra- 
kosanol-l. Die Schmelzpunkte lagen einander stets recht nahe, 
waren manchmal sogar vollig identisch, eine deutliche Schmelz- 
punktsdepression war bei Mischungen nicht festzustellen. Es 
laBt dies wohl kaum eine andere Deutung zu, als da auch 
der isolierte Lignocerinalkohol zu einem erheblichen Prozent- 
satz aus n-T'etrakosanol besteht, dessen Schmelzpunkt aus den 
gleichen Griinden wie bei der freien Lignocerinsiure herab- 
gedriickt ist. Auch hier, will man nicht die Deutung von der 
analytisch nicht mehr nachweisbaren Verunreinigung annehmen, 
der Befund, daB eine besondere Art von Isomerie vorliegt. 
Wie kann man sich nun eine solche Isomerie erkliren? 
DaB etwa in der Pflanze neben der Siure mit normaler Kette 
auch die Siure mit verzweigter Kette enthalten ist, ist méglich, 
aber nicht allzu wahrscheinlich bei der groBen Seltenheit der- 
artiger Vorkommnisse, wenn man auch, wenigstens bei den 
Amidosiuren, ein solches Beispiel in den Leucingemischen 
besitzt. Man kénnte andererseits daran denken, daB es sich 


') Darmstidter u. Lifschiitz, Chem. Ber. Bd. 29, S. 2898 (1896); 
ebenda Bd. 31, S. 99 (1898). 

*) Pschorr u. Pfaff, Chem. Ber. Bd. 53, S. 2150 (1920). 
19* 
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nur um zwei verschieden schmelzende Modifikationen der 
n-Siure handelt. Fiir das Auftreten zweier Formen, in der 
raumlichen Anordnung der Kohlenstoffe innerhalb der unver- 
zweigten Kette sich unterscheidend, ist ja bei der Linge der 
Kohlenstoffkette immerhin Gelegenheit geboten. Man hat sich 
doch jedenfalls die Struktur einer solchen n-Siure nicht so 
vorzustellen, wie unsere Formeln es auf der Papierebene dar- 
stellen, als eine langgestreckte Kette von C-Atomen, wo die 
einzelnen Kohlenstoflatome wie auf einer Geraden aufgereiht 


CLlo 


CH; CH» 





Fig. 1. 


erscheinen. Man ist ja schon frither, besonders durch die 
merkwiirdige Wanderungsfahigkeit der Doppelbindungen in 
den ungesittigten héheren Fettsiuren, die mehrere Zwischen- 
glieder iiberspringen kénnen, dazugekommen, sich ein anderes 
Bild von den riumlichen Anordnungen der C-Atome zu machen. 
Klimont?) nimmt eine spiralige Struktur der Kette an, die 
sinngemiB auf die Lignocerinsiure iibertragen, das oben- 
stehende Aussehen haben wiirde. Entsprechend den Sechs- 
ringen der aromatischen Reihe sind auch hier Spiralringe aus 
sechs Gliedern angenommen. Nur darf man sich, unserer Auf- 
fassung nach, das ganze Gebilde nicht in der Papierebene 
vorstellen, sondern raumlich, senkrecht zur Papierebene aus- 





') Ulzer u. Klimoat, Chem. der Fette, S. 96 u. 102 (1906). 
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einander gezogen, wobei die einzelnen Sechsecke gleichen 
Durchmesser hatten. Es wiirde dann einer starkeckigen Wendel- 
treppe in seiner Anordnung ihneln. 

Fiir eine derartige Anordnung der Kohlenstoffe in den 
hdheren Fettsiiuren sprechen auch Messungen, die vor wenigen 
Jahren von Langmuir’) ausgefiihrt wurden, um die Dimen- 
sionen eines Fettsiuremolekiils zu bestimmen. Er fand, daB 
es sich um langliche Gebilde handelte, deren Durchmesser, 
quer zur Lingsrichtung, ein ziemlich konstanter Wert war, 
unabhaingig von der Linge der Kette. Er fand weiter, dab 
die Linge des Molekiils im Verhiltnis zum Querschnitt klein 
war, bei Palmitinsiure beispielsweise nur etwas mehr wie das 
fanffache betrug und ein Zusammendringen der einzelnen 
Kohlenstofie voraussetzte, auf ein starkeres MaB als selbst im 
Diamanten, wie es bei einer geraden Kette niemals der Fall 
sein kénnte. Obige Spirale wiirde den Folgerungen der physi- 
kalischen Messung sehr gut entsprechen. Der gleiche Quer- 
schnitt ist ohne weiteres gegeben und ebenso die starke Ver- 
kiirzung in der Langsrichtung. Eine einfache Zickzacklinie 
entsprache dieser letzten Forderung nicht. 

Bei einem derartigen Bau der Kohlenstoffkette sind nun 
noch mehrere Isomerien denkbar. Je nachdem wie diese 
Treppe gewunden ist, im Sinne des Uhrzeigers oder entgegen- 
gesetzt, kommt man zu zwei Formen einer Normalsiure, die 
nicht ohne weiteres zur Deckung zu bringen sind, gewisser- 
mafen eine Links- und eine Rechtsspirale. Natiirlich wiirde 
solche Isomerie, ahnlich wie die auf der Asymmetrie der Kohlen- 
stoffe beruhende, nur bei Naturprodukten denkbar sein. Nimmt 
man aber noch die Méglichkeit dazu, daB die Drehungsrichtung 
der Spirale nicht immer in demselben Sinn zu verlaufen braucht, 
sondern daB auch irgendwo in der Kette eine Umkehr der 
Drehungsrichtung wenigstens konstruierbar ist, so wird die 
Zahl der Isomeren noch viel gréBer. Beobachtungen, die man 
sich durch diese Art der Stereoisomerie erkliren kénnte, gibt 
es schon verschiedene. Sieht man selbst von den ungesittigten 


*) JI. Am. Chem. Soc. Bd. 39, S. 1848 (1917). 
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Saéuren, wo man auch gelegentlich mehr Isomere isoliert hat, 
als durch die Cis-Transisomerie erklarbar ist, ganz ab, weil 
hier die Doppelbindung noch Komplikationen bringen kann, 
so kennt man doch eine ganze Reihe von Derivaten der ge- 
siittigten Fettsiuren, bei denen verschiedene Modifikationen 
beobachtet sind. Am bekanntesten ist dies bei den Fetten, 
wo man die Erscheinung des doppelten Schmelzpunktes schon 
lange kennt. Allerdings pflegt eine der Modifikationen stets 
instabil zu sein, wihrend hier bei der Lignocerinsiure dafiir 
keine Andeutung zu finden ist. Man kann sich aber wohl 
denken, daB eine gréBere Linge der Kohlenstoffkette auch 
eine gréBere Bestindigkeit der Isomeren bedingt. Auch bei 
den Chloriden der héheren Fettsiuren beobachtet man in der 
Angabe des Schmelzpunktes manchmal Differenzen, die weit 
auBerhalb der iiblichen Schwankungen liegen, so daf hier auch 
eine Isomerie in Frage kommt. Wiahrend der Schmelzpunkt 
des Chlorids der Palmitinsaure bei 12° liegt), der der Stearinsiure 
bei 23°2), wird fiir den der Arachinsdéure') 67° angegeben. 
Bei der Behensaiure fanden Meyer und Mitarbeiter?) den zur 
Arachinsiure passenden Schmelzpunkt 75°, wihrend Brig]®) 
den in die andere Reihe passenden 40° fand. Aber auch Bei- 
spiele von hochmolekularer Fettsiure selbst lassen sich an- 
fihren. Meyer, Brod und Soyka (l.c.) stellten sich ihre 
Behensiure durch Reduktion von Erucasiure mit Wasserstoff 
her, der durch Nickeloxyde katalytisch erregt wurde. Meist 
erhielten sie dabei sofort reine Behensiure, gelegentlich jedoch, 
bei mehrmals verwendetem Katalysator auch eine Behensiure, 
deren Schmelzpunkt bis zu 7° zu niedrig lag und sich durch- 
aus nicht erhdhen lassen wollte, ohne daB sich analytisch 
irgendeine Verunreinigung nachweisen lie’. Ahnlich schwankend 
kann auch der Schmelzpunkt anderer héherer Fettsiuren sein, 
beispielsweise der Montansiure. 

GewiB lassen sich alle diese Erscheinungen meist noch 
durch irgend etwas anderes erkliren, die Haufigkeit derartiger 


1) Beilstein, Handbuch, 4. Aufl., II, S. 374, 384 u. 390. 
2) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 1128 (1913). 
3) Diese Zs. Bd. 95, S. 184 (1915). 











Uber die Lignocerinsaure und ihre Derivate. 289 


Isomerien ware aber wohl besser durch obige Spiralisomerie 
erklirt. Jedoch wird es noch umfangreicher Untersuchungen 
bediirfen, um diese hier nur angeschnittene Frage zu kliren. 

Sieht man aber auch von dieser Hypothese ganz ab, so 
bleibt doch die Folgerung bestehen, daB man bei der An- 
nahme der Nichtidentitit zweier Vertreter der héheren ali- 
phatischen Reihe den Schmelzpunkt mit viel gréBerer Vorsicht 
als Kriterium heranziehen muB, als es bisher hiufig geschehen 
ist. Auch Substanzen, die sich analytisch vollkommen ein- 
heitlich zu verhalten scheinen, kénnen noch ein niedrig schmelzen- 
des Gemisch darstellen, das beim Vorliegen kleiner Mengen 
oft iiberhaupt nicht trennbar ist. 


B) Synthetischer Teil. 


Wie im vorhergehenden schon mehrfach erwahnt, wurde 
die Konstitution der isolierten Bestandteile des Buchenteers, 
der hochschmelzenden Lignocerinsiure, des Alkohols und des 
Lignocerins vor allem dadurch zu erschlieBen gesucht, daB die 
entsprechenden Substanzen mit normaler Kohlenstoffkette auf 
einwandfreiem Wege aufgebaut und nun mit den Naturprodukten 
verglichen wurden. Das Ausgangsmaterial fiir diese Versuche 
war die ungesittigte Saure der 22-Reihe, die Erucasiure, die 
aus Riibél verhiltnismaBig gut zu erhalten ist. Sie wurde erst 
zur Behensiiure reduziert und diese nun, nach der Vorschrift 
des einen von uns,’) zur n-Tetrakosansiure aufgebaut, nach 
dem Schema: 


Dokosansiiure —> Dokosylalkohol —> Dokosyljodid—»> Dokosylmalonsiure 
—> Dokosylessigsiure = n-Tetrakosansiure. 


Abgewichen wurde nur von der urspriinglichen Vorschrift 
insofern, als zur Uberfithrung der Behensiiure in ihren Alkohol 
nach Bouvault und Blanc?) nicht der Alkylester mit Na 
reduziert wurde, sondern der nach Feststellungen von Rupe 
und Langer’) dazu besser geeignete Phenylester. Dadurch 


) P. Beigl, a. a. QO. 
) Bull. Soc. chim. France [3] Bd. 31, S. 748 (1904). 
*) Helv. chim. acta Bd. 3, S. 274 (1920). 
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konnten die Ausbeuten an Alkohol nicht unwesentlich erhdht 
werden. Gleichfalls die Reduktion des Phenylesters wurde dann 
benutzt, um von der n-Tetrakosansiure zu ihrem Alkohol, dem 
noch unbekannten n-Tetrakosanol zu kommen, von dem zur 
Charakterisierung noch das Acetat und Benzoat dargestellt 
wurde. Lignocerinsiure hat schon Levene zum Alkohol re- 
duziert. *) 

SchlieBlich sollte der Besitz an Tetrakosansiure und 'Tetra- 
kosanol aber noch verwendet werden, um die dem Lignocerin 
entsprechende Wachsart aufzubauen. Dazu muBten aber, bei 
der Kostbarkeit der Ausgangsmaterialien, die Bedingungen der 
Synthese erst an leichter zugiinglichen Substanzen von ahnlich 
hohem Molekulargewicht studiert werden. Es muBte eine Me- 
thode gefunden werden, die die Kuppelung von Saéure und Al- 
kohol auch bei diesen reaktionstrigen Vertretern der héheren 
aliphatischen Reihe quantitativ durchzufiihren gestattete. Hs 
gibt schon eine Altere Methode zur Synthese von Wachsen, die 
von Krafft,?) mit deren Hilfe er Palmitinsiure mit einer 
ganzen Reihe von hédheren Alkoholen veresterte, durch Er- 
wirmen bis auf 150° von Saurechlorid und Alkohol. So gewann 
er den Hauptbestandteil des Walrats, den Palmitinsiurecetyl- 


ester. 
CH,(CH,),,CO - Cl + HO - CH, - (CH,),,CH, = 
CH,(CH,),, - CO, - (CH,),,CH, + HCl. 


Nun ist aber der Unterschied in der Reaktionsfaihigkeit 
der Palmitinsiure und Tetrakosansiure schon so groB, daB die 
einfache Ubertragung dieser etwas gewaltsamen Reaktion in 
die C,,-Reihe nicht iibermaBig lockend war. Dagegen hat man 
ja eine glatt und doch milde verlaufende Art der Veresterung 
in der Umsetzung des Siaurechlorids mit dem Alkohol bei 
Gegenwart von tertiiren Basen als salzsiurebindenden Mitteln. 
Dies Verfahren erwies sich auch hier als geeignet. Kin Vor- 
versuch mit Palmitinsiurechlorid und Cetylalkohol in Chloro- 
formlésung bei Gegenwart von Chinolin ergab glatt das Wachs, 





‘) Levene u. West, Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, S. 477 (1914). 
*) Chem. Ber. Bd. 16, 8, 3011 (1883). 
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identisch mit dem K6rper von Krafft. Unter diesen Be- 
dingungen reagieren aber auch noch Vertreter der hoheren 
Glieder glatt. Nicht nur Behensiure lieB sich mit Dokosanol 
verestern, wobei sich das noch unbekannte Wachs der C,,-Reihe 
ergab, auch der Tetrakosylester der Tetrakosansiure lieB sich 
so bequem erhalten, das synthetische Lignocerin. Die Methode 
stellt wohl iiberhaupt einen gut gangbaren Weg zur Synthese 
derartiger Wachse dar, auch bei Verwendung von empfindlichen 
Sauren oder Alkoholen. Der besseren Ubersicht halber seien 
die synthetischen Produkte und der zu ihnen fihrende Weg 
nochmals kurz skizziert: 


: Hy + Phenol 2eduktion 
C8 COs > O06 88 Com. igen Seer 
Erucasiiure Behensiure Behensiiurephenylester 
HJ Malonsi 
C»,H,;CH,OH ~> C2,H,,-CH,J ————> C,H, - CH, - CH(CO,H), 
Dokosanol Dokosyljodid Dokosylmalonsiure 
Erhitze +Phenol Redukti 
. = ~ Co Hy: CH,-CH,- CO,H — ™ C,H, -CO,C,H; _ —> 
‘Tetrakosansiiure Tetrakosansaurephenylester 
C.,H,, CH,OH , > C,H, ‘ CO, he CH,:- C.sH a 
n-Tetrakosanol-(1) Tetrakosansiure-Tetrakosylester 
fs 


Aectat Benzoat 


Versuchsteil. 


1. Verarbeitung des Buchenholzteers auf Rohligno- 
cerinsiure und Rohlignocerin. 


Das untersuchte Material, ein sogenanntes Buchenholzteer- 
Rohparaffin, stammte aus der Fabrik Friedrichshiitte, Laubach 
in Hessen, des Vereins fiir chemische Industrie. Es wurden 
zwei Proben zur Verfiigung gestellt, die eine schon 1914, die 
zweite 1918. Sie unterschieden sich etwas durch die Mengen- 
verhiltnisse der Kinzelbestandteile, was bei der Abtrennung 
Abweichungen bedungen hat. Sie werden im folgenden als 
Teer J und Teer II unterschieden. 

Beide Teere stellten braunschwarze, zihfliissige Massen 
dar, deren fester Anteil helle, wachsartige Blittchen waren, 
eingebettet in die dunkle, nach Kreosotél riechende Fiissig- 
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keit. Die festen Teile, das Gemisch der Vertreter der alipha- 
tischen Reihe, lassen sich von dem Hauptteil der dligen Anteile 
sehr bequem trennen auf Grund ihrer Schwerldslichkeit in 
kaltem Aceton. Durch diesen Kunstgriff umgeht man gut die 
Schwierigkeit, mit der die Aalteren Untersucher zu kampfen 
hatten, um die Hauptmenge an farbenden Verunreinigungen 
zu beseitigen. Vor allem war auch die Untersuchung des 
nichtsauren Anteils dadurch erst moglich. 


Der Teer wird mit der vierfachen Menge Aceton iibergossen, am 
besten in einer weithalsigen Pulverflasche, und nun durch energisches 
Riithren oder Schiitteln auf der Maschine eine gleichmafige Verteilung 
herbeigefiihrt. Man erkennt jetzt noch deutlicher die hellen wachs- 
artigen Blittchen in der dunklen Mutterlauge. Man trennt durch vor- 
sichtiges Saugen oder besser Zentrifugieren und wascht mit etwas neuem 
Aceton. Die nur noch gelbliche Masse schillernder Blattchen wird auf 
Ton getrocknet, wobei sie wieder etwas briunlich wird. 

Zur Trennung der darin enthaltenen Lignocerinsiiure von den neu- 
tralen Produkten verwandelt man jene in das Bleisalz, indem man die 
Masse aus 500g Teer in 1,51 Alkohol von 96°/, hei8 list, von etwas 
kohleartigen Massen abfiltriert und nun mit einer ebenfalls heiBen Lésung 
von 100 g Bleiacetat in 250 cem Alkohol falit. Nach dem Erkalten wird 
abgesaugt. In der Mutterlauge, die mit neuem Bleiacetat keine Fallung 
gibt, befindet sich die Hauptmenge der bisher noch mitgeschleppten 
fiirbenden Verunreinigungen. Die getrocknete Fiallung, ein Gemisch von 
lignocerinsaurem Blei, Lignocerin und Kohlenwasserstoffen, wird zur 
Trennung erschiépfend mit Ather im Soxhlet extrahiert. Im Ather be- 
finden sich die neutralen Produkte, jedoch bleibt ein kleiner Anteil 
davon, auch bei tagelangem Extrahieren, dem lignocerinsaurem Blei bei- 
gemengt, was bei der weiteren Untersuchung der Lignocerinsiure sehr 
stérend wirken kann. Der Grund ist vielleicht darin zu sehen, daB das 
in ziemlich derber Form ausgefalilene Bleisalz einen Teil des Wachses 
wie mit einer Hiille umschlieSt und so der Einwirkung des Athers ent- 
zieht. Es ist deshalb erforderlich, aus dem Bleisalz die Lignocerinsiure 
in Freiheit zu setzen und die Fillung als Bleisalz und Extraktion zu 
wiederholen. 


Die Zersetzung des Bleisalzes nimmt man so vor, daB man es mit 
verdiinnter Salzsiure auf dem Wasserbad digeriert, bis auf der Fliissig- 
keit ein Ol schwimmt, in dem keine festen Partikelehen mehr zu er- 
kennen sind. Nach dem Erkalten kann man den oben schwimmenden 
Kuchen von der wa8rigen Mutterlauge und dem auskrystallisierten Blei- 
chlorid gut trennen. Um das letzte Bleichlorid zu entfernen, schmilzt 
man noch mehrmals mit Wasser um. Der getrocknete Kuchen, der noch 
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unscharf bei 71—75° schmilzt, wird aus der 15 fachen Menge Benzol 
umkrystallisiert, wodurch der Schmelzpunkt') auf 78° steigt. 


Dies Material, Rohlignocerinséure genannt, gibt scharf auf 
die Formel C,,H,,0, stimmende Analysen. Die Ausbeuten 
waren je nach dem Material sehr wechselnd, bei Teer I nur 2°/,, 
bei Teer II dagegen 6°/,, auf das Gewicht des verarbeiteten 
Teers bezogen. 

Aus den durch Ather aus dem Bleisalz herausgelésten 
Anteilen bei der Extraktion laBt sich die Wachsart, das Ligno- 
cerin, abtrennen auf Grund seiner auferordentlichen Schwer- 
léslichkeit, wihrend sich in den Mutterlaugen der Koblen- 
wasserstoff, vermengt mit kleineren Mengen einer ganzen Reihe 
weiterer Produkte anreichert. Der letztere konnte bisher noch 
nicht ganz rein, nimlich véllig frei von sauerstoffhaltigen Bei- 
mengungen erhalten werden. Der mehr interessierende Teil 
dagegen, das Lignocerin, laBt sich durch Umkrystallisieren 
leicht soweit weiter reinigen, daB es analytisch rein erscheint. 
Dazu wird der Atherauszug verdampft, der Riickstand einmal 
aus der 10 fachen Menge Chloroform, dann aus einer ebenso 
groBen Menge Essigester umkrystallisiert. Das Lignocerin — 
das Rohlignocerin des weiteren Versuchs — bildet jetzt perl- 
mutterglinzende Krystallschiippchen vom Schmelzpunkt 74—75 °. 
Erhalten wurden so bei Teer I 1,6°/,, aus Teer II fast eben- 
soviel, 1,7°/,. 


2. Reinigung und Charakterisierung der Lignocerin- 
saure. 

Die nach der obigen Methode gewonnene, einmal aus 
Benzol umkrystallisierte Rohlignocerinsiure vom Schmelzpunkt 
78° hat schon den gleichen Reinheitsgrad wie die Saure, mit 
der Hell und Herrmanns gearbeitet haben. Zunidchst ergab 
die Kohlenwasserstoffbestimmung die erwartete Zusammen- 


) Als Schmelzpunkt, gemessen mit einem korr. Thermometer, ist 
hier und ebenso im folgenden regelmaBig der Punkt angegeben, bei dem 
bei ganz langsamem Erhitzen die Meniscusbildung eintritt. Wenn die 
Substanz dabei nicht gleichzeitig klar geschmolzen war, ist dies be- 
sonders vermerkt. 
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setzung. Allerdings mu8 man, und das trifit ebenso auf die 
iibrigen im folgenden beschriebenen Stoffe zu, sehr sorgfaltig 
verbrennen, um nicht zu niedrige Werte zu finden. Entweder 
verbrennt man mit Bleichromat, oder man schaltet hinter das 
Schiffchen noch einen Platinstern nach Dennstedt.!) Dadurch 
wird verhiitet, daB Methan oder ihnlich schwer verbrennbare 
Gase unoxydiert die Réhre passieren. So wurden hier gefunden: 

0,1084 ¢ Substanz gaben 0,3106 g CO, und 0,1264 g H,O. 

C.,H,,0, Ber. 78,18%/, C 13,13°/, H 

Gef. 78,17 13,05 

Nun sind ja aber bei derartig hochmolekularen Stoffen 
die Unterschiede nicht allzu groB, wenn man ein Kohlenstoff 
mehr oder weniger annimmt. Eher kann man schon den Gehalt 
eines Salzes. etwa Barium- oder Silbersalz, an dem betreffenden 
Metall verwerten. Hier wurde das Bariumsalz analysiert: 

0,2556 g¢ Substanz gaben 0,0683 g BaSQ,. 

Ber. 15,76°/, Ba Gef. 15,73°,. 
Am geeignetsten aber ist bei derartigen Siuren die Titration, 
die man dann auf die ,Siéurezahl oder tibersichtlicher auf das 
Aquivalentgewicht, hier mit dem Molekulargewicht identisch, 
umrechnet. Diese Bestimmungsform ist deshalb im folgenden 
auch dauernd wieder herangezogen worden, um die Reinheit 
verschiedener Fraktionen zu kontrollieren. Die Titration der 
Rohlignocerinsiure stimmte scharf auf die Formel C,,H,,0.. 

0,7047 g Substanz gaben 19,05 cem n/10-Lauge. 

Mol.-Gew. Ber. 368 Gef. 370. 

Die Siure war frei von ungesittigten Verbindungen. 

Nach allem ist kein Zweifel, daB das untersuchte Material 
dem von Hell und Herrmanns untersuchten entsprach, dem 
es auch in seinen iuferen Kigenschaften gleicht. 

Diese Rohsiure sollte nun auf ihre Einheitlichkeit unter- 
sucht werden. Umkrystallisieren, auch hiufig wiederholt, ergab 
nur eine ganz schwache Steigerung des Schmelzpunkts. Hell 
war so allmihlich bis zu einem Schmelzpunkt von 80,5° ge- 
kommen. 81° ist iiberhaupt der héchste Schmelzpunkt, der je 


1) Hans Meyer, Konstitutionsbestimmungen, 3. Aufl., S. 167 (1916). 































Uber die Lignocerinsiiure und ihre Derivate. 295 


angegeben worden ist. Man kann bei diesem Umkrystallisieren 
sehr wohl den Eindruck gewinnen, daf die Lignocerinsiure ein 
ganz einheitlicher Kérper ist, wie die bisherigen Untersucher 
ja auch alle geschlossen haben. Nun ist aber offenbar bei 
derartig hochmolekularen Fettsiiuren die Unverinderlichkeit des 
Schmelzpuvkts bei der tiblichen Art des Umkrystallisierens 
kein Kriterium mehr fiir Einheitlichkeit. Nicht nur, daB die 
in der homologen Reihe nahe beieinanderstehenden Glieder 
eine fast gleiche geringe Lislichkeit in den iiblichen Liésungs- 
mitteln zeigen, vor allem beeinflussen sie sich auch noch gegen- 
seitig und fallen zusammen aus durch Bildung von Misch- 
krystallen. Eher sollte schon die verschiedene Fliichtigkeit eine 
Fraktionierung erhoffen lassen. Aber ein erster Versuch der 
Destillation der Lignocerinsiure mit iiberhitztem Wasserdampf 
verlief véllig negativ. Auch eine Destillation des Methylesters 
ergab keine Fraktionierung. Die Siure aus simtlichen Frak- 
tionen, auch aus dem kleinen Vor- und Nachlauf, schmolz un- 
verindert bei 78°. 

Wenn trotz dieses MiBerfolgs der Versuch zur Fraktionie- 
rung noch nicht aufgegeben wurde, so geschah es hauptsichlich 
von theoretischen Krwigungen aus. In simtlichen bisher ge- 
nauer ihrem Bau nach identifizierten héheren Fettsiuren hatte 
man ein unverzweigtes Kohlenstoffskelett nachweisen kénnen, 
es sprach daher vieles fiir eine analoge Struktur der Ligno- 
cerinsiure. Dann war aber ihr niedriger Schmelzpunkt nur 
durch eine Beimengung zu erkliren. Nun war die beste der 
Methoden, von der sich eine Fraktionierung erwarten lieb, die 
fraktionierte Fallung als Salz, etwa als Magnesiumsalz, noch 
nicht versucht. Dieses Verfahren ist ja seit Heintz’) sehr 
hiiufig benutzt worden, um Siiuren von verschiedener Molekular- 
créBe von einander zu trennen. Hier waren nun die Resultate 
wechselnde, und zwar wechselnd je nach dem verwendeten 
Material. Mit einer aus dem Teer 1, dem Vorkriegsprodukt, 
sewonnenen Lignocerinsiiure lieB sich, soweit der Schmelzpunkt 
in Frage kam, eine regelrechte Fraktionierung erreichen. 


1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 66, S. 6 (1855). 
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Es wurde dazu die Rohsiure in der 25—30 fachen Menge heiBem 
Alkohol gelést und ein Drittel an Magnesiumacetat (1 Mol: 1 Mol), gelést 
erst in wenig Wasser, dann in heiSen Alkohol in 9—10 Portionen dazu- 
gegeben. Anfinglich gibt man die theoretische Menge, also ‘/,, der 
Magnesiumacetatlésung, dazu, spiter, wenn die Fallungen zu gering 
werden, allmihlich die zwei- bis mehrfache Menge. Jede Fillung des 
Magnesiumsalzes wird hei abfiltriert und mit etwas heiBem Alkohol 
nachgewaschen. Das Filtrieren geht am besten, wenn man gelinde 
saugend durch einen HeiBwassertrichter filtriert oder bei gréBeren Mengen 
recht bequem auch so, daB man durch kleine Leinenbeutel gieBt, die im 
Dampf des kochenden Filtrats hei8 gehalten werden. Jede Fraktion 
wurde durch Erwairmen mit verd. HCl zersetzt und durch Umschmelzen 
itiber Wasser von HCl befreit. 


Kine derartige Fraktionierung bei der Lignocerinsiure aus 
Teer I ergab nun einen ganz regelmaBigen Abfall der Schmelz- 
punkte: 























Fraktion: Init ve] v | ve | vi | vi| ix 
| i 
| ee | 79 74,5 | 74,5 
Schmelzpunkt: 81—82; bis | bis |77—79|76—78| bis bis 
| 81,5 | 80,5 | 15,5 | 15,5 
i 
- ee — | aot 7 = = — = ——oe : — 
Davon titriert g . .| 0,7972_ 1,0198 | 0,6677 0,6773 
Mit n/10 KOH cem] 21,35 — 27,35 | 17,6 18,50 
Mol.-Gew. gef.') . .| 378 373 379 366 








Ks war eine regelrechte Fraktionierung eingetreten, mit 
einer Differenz in den Schmelzpunkten bis zu 6° Die hiernach 
beinahe selbstverstindliche Folgerung aber, daB sich auch ein 
Unterschied im Molekulargewicht zeigen miiBte, bestiitigte sich 
jedoch nicht. Fir C,,H,.O, berechnet sich 368, gefunden sind 
Zahlen, die um einige Einheiten oberhalb und unterhalb dieses 
Wertes liegen, jedoch immer noch weit selbst von den nur um 
ein Kohlenstoff reicheren oder armeren Saduren entfernt, die 
354 und 382 erfordern wiirden. Nur die Fraktion VI, die eine 
Mittelfraktion, fallt aus dem Rahmen.heraus. Sie interessiert 





1) Die zahlreichen Titrationen hier und im folgenden alle anzufihren, 
wiirde zu weit fihren. Es mu8 in dieser Hinsicht auf die Dissertation 
von E, Fuchs verwiesen werden. Als Kontrolle wurde bei jeder neuen 
Serie eine Titration von Palmitinsiure mit ausgefihrt. 
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ja aber weniger als die Anfangs- und Endfraktionen, in denen 
der Unterschied in der MolekulargréBe viel stirker ausgeprigt 
sein miiBte. 

Unerwarteterweise gelang es nun nicht, dies Resultat an 
der zweiten Menge von Teer, die nach Kriegsende bezogen 
wurde, erneut zu erhalten. Wohl gelang es auch hier wieder, 
Lignocerinséuren von identischem Schmelzpunkt zu fassen, je- 
doch nicht mit Hilfe der fraktionierten Fiallung als Magnesium- 
salz, sondern nur durch viel mihsamere fraktionierte Krystalli- 
sation. Beim Fillen als Magnesiumsalz waren die Schmelz- 
punkte der Siuren ganz unregelmaBig, zwischen héherliegenden 
Fraktionen befand sich plétzlich eine erheblich tiefer liegende, 
ohne daB sich ein Grund fiir diese Abweichung ersehen lieB. 
Ks bleibt nur die Annahme, daB die Mengenverhiltnisse in 
diesem Material andere, ungiinstigere waren. 

Bei diesem Material half nur die Methode, die in weniger 
hiufiger Wiederholung auch schon bei dem ersten Material 
dazu gedient hatte, den Schmelzpunkt der ersten Fraktionen 
noch héher zu treiben, eine geeignete Form der Krystallisation. 
Ks ist dies die allgemein brauchbare Methode, um vor allem 
den Anteil herauszufraktionieren, der mit der synthetischen 
n-Tetrakosansiure identisch ist. Die niedrig schmelzende Siaure, 
die an Menge zuriicktritt, bekommt man entweder durch Ver- 
arbeitung der leichter léslichen Anteile der Siiure oder besser 
aus dem Lignocerinalkohol (vgl. diesen). Allerdings bleibt es 
bei dieser zweifelhaft, ob sie schon die reine zweite Form der 
Lignocerinsdéure darstellt oder nur ein an der zweiten an- 
gereichertes Gemisch. Da es sich um die etwas leichter ldés- 
liche Form handelt, ist sie durch Krystallisation nicht zu 
reinigen. Leider reichten die Mengen an ihr nicht aus, um 
noch eine weitere Fraktionierung zu versuchen. 

Beim Reinigen der Rohlignocerinsiiure durch Umkrystalli- 
sieren muBte die Auswahl und die Menge des Lésungsmittels 
nach dem Gesichtspunkt erfolgen, Bedingungen zu finden, unter 
denen nur ein Bruchteil der Saiure wieder auskrystallisierte, 
also muBte nach guten Lésungsmitteln gesucht werden und 
nicht zu niedrige Krystallisationstemperaturen gewiihlt werden. 
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Als Temperatur wurde, wenn nichts anderes vermerkt ist, 
Zimmertemperatur von 16—18° gewahlt. Ein erstes der- 
artiges Mittel war Pyridin. Gewahlt wurde dieser starke 
Komplexbildner in der Hoffnung, daB er durch seine grobe 
Affinitat die Bildung von Mischkrystallen der Fettsiuren ver- 
hindern kénnte. Pyridin gestattet auch in der Tat, den Schmelz- 
punkt sehr rasch in die Hohe zu treiben. Es ist daher Pyridin 
ein geeignetes Mittel, um rasch festzustellen, ob der Schmelz- 
punkt einer solchen hohen Fettsiure schon als konstant an- 
zusehen ist. Es eignet sich jedoch nicht zur praiparativen Dar- 
stellung, weil allzuviel in der Mutterlauge bleibt. 


Bei der Rohlignocerinsiiure wurde so vorgegangen, daf die Rob- 
siiure aus der achtfachen Menge Pyridin mehrmals umkrystallisiert wurde, 
wobei man das erste Mal eine schon bei 40° auftretende Triibung ver- 
wirft und nur den bei Zimmertemperatur ausfallenden Anteil weiter- 
verarbeitet, bei den spiiteren Krystallisationen kann man die bei 0° 
fallenden Anteile gleichfalls verwerten, indem man sie nochmals um- 
krystallisiert und dann wieder mit den bei Zimmertemperatur gefallenen 
vereinigt. Es fiillt ein Pyridinsalz, aus dem man die freie Siiture bequem 
erhilt, indem man in Kisessig lést, heiB in verdiinnte Schwefelsiure 
gieBt und nach dem Erstarren nochmals iiber Schwefelsiiure umschmilzt. 
Hat man einen Schmelzpunkt der Siure von 83° erreicht, was meist 
schon nach zweimaliger Wiederholung der Fall zu sein pflegt, so erreicht 
man eine weitere Erhéhung unter geringeren Verlusten durch Krystalli- 
sation der Reihe nach aus Essigester, Alkohol, Toluol und Chloroform 
in der gleich noch niher zu schildernden Weise. 


Die Reinigung der Rohsiure durch Krystallisation hes 
sich in verschiedener Weise variieren, besonders der erste Teil, 
bis zu einem Schmelzpunkt von 81° Geeignet hierzu erwiesen 
sich vor allem zwei Mischungen eines guten Lésungsmittels 
mit einem schlechteren. Ohne den Zusatz des letzteren waren 
bei dem hiaufigen Umlésen die Verluste zu grof. Solche 
Mischungen waren einerseits drei Teile Chloroform mit einem 
Teil Aceton, andererseits gleiche Teile von Ather mit abso- 
lutem Alkohol. Man krystallisiert stets so lange um, bis 
zwischen der letzten und vorletzten Krystallisation, wenn man 
sie nebeneinander im Schmelzpunktsapparat beobachtet, nicht 
der geringste Unterschied mehr zu beobachten ist. Jetzt wechselt 
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man das Lésungsmittel. Als Beispiel sei eine derartige Kry- 
stallisation hier angefiihrt. 


Angewandte Substanz Lésungsmittel Schmelzpunkt nach der 


Krystallisation 
3,0 ¢ 50 cem Benzol 81° 
2,8 ‘ 81,5 
2,6 ss 82 
2,5 " 82 
2,4 50 cem abs. Alkohol 84 
2,3 re 84,5 
2,2 i 84,5 
2,1 50 eem Toluol 85 


Kine weitere Krystallisation aus Chloroform ergab keine 
Anderung des Schmelzpunkts mehr. 

Auch diese hochschmelzende Fraktion ergab, wie nach 
dem vorhergehenden schon zu erwarten, die Zusammensetzung 
einer Tetrakosansaure, 


0,1254 g Substanz gaben 0,3586 g CO, und 0,1461 g H,O. 


0,2013 g ” ” 0,5775 g CO, ., 0,2350 g H,0. 
C,,H,,0, Ber. 78,189), C 13,139), H 
Gef. 177,99 13,03 
78,23 12,97 


Auch die Titration stimmte hierzu. 
0,5819 g Substanz gaben 15,80 cem n/10-KOH. 
Mol.-Gew. Ber. 368 Gef. 368 

Die so erhaltene Lignocerinsiure war nun vollig identisch 
mit der synthetischen n-Tetrakosanséure. Zunichst sind die 
Schmelzpunkte und sonstigen physikalischen Eigenschaften, wie 
die allerdings wenig charakteristischen Léslichkeitsverhaltnisse 
die gleichen. Dann aber ergibt eine Mischung der beiden 
Siuren keine Andeutung einer Depression des Schmelzpunkts, 
obgleich die Mischungsverhiltnisse von 1:10 bis zu 10:1 variiert 
wurden, mit neun Intervallen. SchlieBlich wurden aber noch 
zwei Ester dargestellt und mit denen der synthetischen Saure 
verglichen, der Methylester und der Phenylester. Auch hier 
ergab sich villige Identitit. 

Zur Darstellung des Methylesters wird Lignocerinsiure 
vom Schmelzpunkt 85° mit der 20fachen Menge absoluten 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. (XIX. 20 
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Methylalkohols und der gleichen Gewichtsmenge Schwefelsiure 
einige Stunden erhitzt und der nach dem Erkalten auskrystalli- 
sierte Ester einmal aus Aceton krystallisiert. Er schmilzt 
dann bei 60°, wihrend der von Hell und Herrmanns ge- 
wonnene Kster der Rohlignocerinsiiure bei 57° schmilzt. Der 
Methylester der synthetischen Siiure, den schon Meyer und 
Mitarbeiter beschrieben haben (a. a. O.), hat gleichfalls den 
Schmelzpunkt 60°. Auch hier ergab sich keine Schmelz- 
punktsdepression, also Identitiit. 

Lignocerinsiiuremethylester: 0,1473 g Substanz gaben 0,4225 g CO, 
und 0,1746 g H,0O. 

C,,H;.0, Ber. 78,46°/, C 13,18°/, H 
Gef. 78,23 13,27 

Der Methylester ist recht schwer in den meisten organischen 
Lésungsmitteln, etwas besser in Ather und Chloroform léslich. 
Er krystallisiert in weiBen, vertilzten Krystallschiippchen. 

Zur Darstellung des Phenylesters stellt man sich am ein- 
fachsten erst mit Thionylchlorid nach Hans Meyer das Chlorid 
her und setzt dieses dann ohne weitere Reinigung mit Phenol 
bei Wasserbadtemperatur um. Der Phenylester laBt sich gut 
durch Krystallisieren, erst aus absolutem Alkohol, dann aus 
Essigester, reinigen. Er stellt ein recht charakteristisches, in 
Nadeldrusen krystallisierendes Derivat dieser héheren Fettsiure 
dar. Man sollte wohl iiberhaupt den Phenylester bei der 
Charakterisierung solcher hochmolekularen Siuren mehr als 
bisher geschehen mit heranziehen. 

Der Phenylester schmilzt bei 69°. Er lést sich in der 
Wiarme in den organischen Lésungsmitteln meist ziemlich gut, 
besser als der Methylester, um in der Kilte wieder heraus- 
zukommen. Recht charakteristisch ist die Art, wie er aus 
Alkohol beim langsamem Erkalten herauskommt, es bilden sich 
erst Krystallrosetten an der Oberfliche, die dann langsam, 
wenn sie eine gewisse Gréfe erreicht haben, zu Boden sinken. 

Vollig identisch hiermit erwies sich der Fhenylester der 
synthetischen Tetrakosansiure, der analog gewonnen wurde. 
Die Mischung der beiden ergab keine Depression des Schmelz- 
punktes. 
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Lignocerinsdiurephenylester: 
0,1035 g Substanz gaben 0,3066 g CO,, 0,1101 g H,O. 
C,,,H;,0. Ber. 81,02 °/, C 11,80 °/, H 
Gef. 80,79 11,96 
n-Tetrakosansiiurephenylester: 
0.0967 g Substanz gaben 0,2863 g CO,, 0,1021 g H,0. 
Gef. 80,75 °/, C 11,82 °/, H. 


Es ist hiernach nicht zweifelhaft, daB die hochschmelzende 
Kraktion der Lignocerinsiiure als n-Tetrakosansiiure-1 an- 
zusehen ist. Auf die niedrig schmelzende Fraktion soll weiter 
unten, im AnschluB an die Siure aus dem Lignocerinalkohol, 
eingegangen werden. Ihr Methylester hat den F. P. 56°, ihr 
Bleisalz den von 116°. 


38. Untersuchung des Lignocerins und seiner 
Komponenten. 


Nach der Fraktionierung der freien Lignocerinsiure muBte 
un die des Wachses, des Lignocerins, erfolgen. Es war zu- 
nichst so vorliufig gereinigt und dabei von dem beigemengten 
Paraffin befreit worden, daB es einmal aus der 10 fachen 
Menge Chloroform umkrystallisiert wurde. Es schmolz dann 
bei 74—75°. DaB eine Erhéhung des Schmelzpunktes méglich 
sein wiirde, hatte sich schon bei der Atherextraktion ergeben, 
indem die aus dem Ather schon wihrend des Extrahierens 
auskrystallisierenden Teile Schmelzpunkte bis zu 78° haben 
konnten. Ein Versuch, diese Beobachtung zur Reinigung zu 
verwenden, hatte einen gewissen Erfolg. Extrahiert man das 
Rohlignocerin mit Ather im langsam gehenden Soxhlet, so 
erzielt man allerdings eine Reinigung, wenn man die Ather- 
extraktion nach zwei Stunden unterbricht. Im Ather sind 
dann neben Lignocerin schon die Hauptmengen der niedrig 
schmelzenden Anteile enthalten, die geléste Menge schmilzt 
bei 72—75° recht unscharf, wihrend der in der Extraktions- 
hiilse verbliebene Teil einen Schmelzpunkt von 77° hat. Er 
laBt sich, allerdings sehr miihsam, durch oft wiederholtes Um- 


krystallisieren aus der 830—40fachen Menge Benzol bis auf 
20* 
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79° erhéhen. Nach 20facher Wiederholung hat man aber 
erst den Punkt erreicht, wo auskrystallisierter Teil und der 
in der Mutterlauge geléste genau den gleichen Schmelzpunkt 
haben, unter Verminderung der angewendeten Menge auf den 
fiinften Teil. Erst spit wurde eine viel einfachere Methode 
gefunden, um den gleichen Schmelzpunkt von 79° viel rascher 
zu erreichen, durch Umkrystallisieren aus der etwa 350 fachen 
Menge absoluten Alkohols. Wie schon im theoretischen Teil 
hervorgehoben, ist dieser Kérper noch ein Gemisch von Iso- 
meren, es gelang jedoch nicht, eine einheitliche Substanz daraus 
durch irgendwelche Art der Fraktionierung zu erzielen. Offen- 
bar &hneln sich die vorhandenen Isomeren zu sehr in ihren 
Léslichkeitsverhaltnissen, beeinflussen sich vor allem auch 
noch gegenseitig. Das Lignocerin ist ein auBerordentlich schwer 
loslicher K6rper. 


Die Analyse des Kérpers ergab, daB man es mit einer 


Substanz von der Formel C,,H,,O oder richtiger der ver- 


doppelten C,,H,,O, zu tun hatte. 


Die Verbrennung zunichst, wenn sehr vorsichtig mit Bleichromat 
durchgefiihrt, stimmte hinreichend dazu, ohne da8 sich dadurch auch 
Kérper mit etwas mehr oder weniger an Kohlenstoff und Wasserstoff 
anschlieBen lieBen. 


0,1069 g Substanz gaben 0,3202 g OO,, 0,1298 g H,O. 


0,1056¢ _—,, »  0,8154 g CO,, 0,1259 g H,0. 
C,,H,,O, Ber. 81,73°/, C 13,709), H 

Gef. 81,69 13,57 

81,45 13,34 


Ubrigens sind auch Lignocerinfraktionen, die einen Schmelzpunkt 
bis herunter zu 76° besitzen, analytisch noch als rein zu betrachten. 


DaB zunichst die einfachste denkbare Formel C,,H,,O 
nicht anzunehmen ist, dafiir sprach der negative Befund, das 
dann vorhandene einzelne Sauerstoffatom in Form einer Alkohol- 
oder Carbonylgruppe nachzuweisen. Weder Essigsdéureanhydrid, 
noch Phenylhydrazin waren mit dem Lignocerin in Reaktion 
zu bringen. Dann blieb bei einem Naturprodukt eigentlich 
nur noch die eine Méglichkeit, da& man es mit dem dimole- 
kularen Korper C,,H,,O, zu tun hatte, mit einem Wachs. 































Uber die Lignocerinsiiure und ihre Derivate. 303 


Dazu stimmte die Molekulargewichtsbestimmung durch Siede- 
punktserhéhung in Benzol und Chloroform. Wenn auch die 
Differenzen zwischen Beobachtung und Berechnung nicht un- 
erheblich waren, kam doch nur die verdoppelte Formel in 
Frage. 

0,5192 g Substanz in 17,6 ecm Erhéhung 0,147° (Benzol). 

1.0122 g " »» 22,3 com és 0,183° (Chloroform. 

C,.H,,0, Mol.-Gew. Ber. 704 Gef. 642 u. 644 


DaB ein Wachs vorlag, ergab die Méglichkeit der Ver- 
seifung mit alkoholischem Kali und zugleich die Untersuchung 
der Spaltstiicke, der Lignocerinsiure und des Lignocerinalko- 
hols. Zu diesem Zweck wurde eine gréBere Menge Ligno- 
cerin mit alkoholischer Kalilauge verseift, die klare Lésung 
auf dem Wasserbad eingedampft und die kriimelig gewordene 
Masse mit Ather extrahiert. Im Ather ist der Lignocerin- 
alkohol, in der Extraktionshiilse das lignocerinsaure Kalium. 


Die aus dem Kalisalz in Freiheit gesetzte Siure schmolz 
bei 79°. Sie war identisch mit der Rohlignocerinsiure, wie sie 
in freiem Zustand im Buchenholzteer enthalten ist. Man 
brauchte sie nur abnlich wie jene Siure umzukrystallisieren, 
um auch hier wieder die Siure vom Schmelzpunkt 85° zu er- 
halten, nimlich mehrmals aus einem Gemisch von Alkohol + 
Ather, dann der Reihe nach aus Ather, Benzol, Essigester, 
Alkohol, Chloroform. 


Die Saure hatte das richtige Molekulargewicht, und zwar 
nicht nur die hochschmelzende Fraktion (Analyse 1), sondern 
auch die aus den eingedampften Mutterlaugen gewonnene 
(Analyse 2). 

1. 0,4982 g Substanz gaben 13,45 ecm n/10-KOH. 

2. 0,7047 g ra » 19,05 cem n/10-KOH. 

C..H,.O, Ber. 368 Gef. 1.371 2, 370. 

Nur der gré8eren Sicherheit wegen wurde die Zusammensetzung 
auch durch die Analyse bestiitigt. 

0,0994 g Substanz gaben 0,2850 g CO,, 0,1168 g H,0. 

C,,H,,0, Ber. 78,18, C 13,13 J) H 
Gef. 78,20 13,15 
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Der Lignocerinalkohol aus dem Wachs, der sich in dem 
Atherextrakt findet, wurde vorsichtshalber, um sicher zu sein, 
daB in ihm kein unverseiftes Lignocerin mehr enthalten ist, 
nochmals mit einem Drittel der obigen Kalimenge erhitzt und 
abermals durch Ather extrahiert. Man reinigt ihn durch Um- 
krystallisieren aus der 20fachen Menge Ather. Weiteres Um- 
krystallisieren andert den Schmelzpunkt nicht, jedoch ist der 
Schmelzpunkt um so héher, je héher das zur Verseifung ver- 
wendete Lignocerin schmolz, was dafiir spricht, daB es sich 
bei dem erhaltenen Lignocerinalkohol immer noch um ein 
Gemisch von Isomeren handelt. Der niedrigste beobachtete 
Schmelzpunkt war 73°, bei einem Lignocerin von 76°, wiihrend 
entsprechend dem hochschmelzenden Lignocerin, ein Schmelz- 
punkt 76° beobachtet wurde. Ganz ihnlich liegen auch die 
Verhiltnisse bei der Lignocerinsiure des Lignocerins, indem 
auch einem niedrig schmelzenden Lignocerin eine entsprechend 
schmelzende Lignocerinsiure entsprach, nur mit dem Unter- 
schied, da® bei der Lignocerinsiure noch eine Fraktionierung 
durchfiihrbar war, wihrend sie bei dem Alkohol versagte. Daf 
auch die Alkoholfraktion mit dem héchsten beobachteten 
Schmelzpunkt von 76° noch nicht einheitlich war, das ergab 
sich aus dem Vergleich mit dem synthetischen n-Tetrakosanol-1 
und aus den Eigenschaften der aus dem Lignocerinalkohol 
gewonnenen Saure. 


Analytisch war der Lignocerinalkohol rein, ob man den vom 
Schmelzpunkt 73° (Analyse 1) oder Schmelzpunkt 76° (Analyse 2) ver- 
brannte. 


0,1000 g Substanz gaben 0,2972 g CO,, 0,1263 g H,O. 


01725 ¢ 4, » 00,5183 g CO,, 0,2205 g H,O. 
C,,H,,0 Ber. 81,279, C 14,23 °/, H 

Gef. 81,09 14,15 

81,16 14,31 


Der Lignocerinalkohol besteht aus Nadeln, die makrosko- 
pisch als seidegliinzende Schuppen erscheinen, schwer ldslich 
in organischen Lésungsmitteln in der Kalte, nur Chloroform 
lést etwas besser. 

DaB ein Alkohol vorlag, ergab die Darstellung des Acetats 
und Benzoats. Das Benzoat, mit Benzoylchlorid und Chinolin 
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gewonnen, wurde nur amorph erhalten mit ganz unscharfem 
Schmelzpunkt 50—56°, was auch fiir ein Gemisch spricht. 

Das Acetat des Lignocerinalkohols erhilt man leicht, wenn 
man entweder mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat in 
der Wirme oder mit Anhydrid und Pyridin in der Kalte be- 
handelt. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
schmilzt das in feinen, verfilzten Nadeln krystallisierende Acetat 
bei 57°, wenn man von hochschmelzendem Alkohol ausgeht, 
dagegen nur bei 52° bei Alkohol vom Schmelzpunkt 73°. Ver- 
suche, daB Acetat zu fraktionieren, ihnlich wie es Pschorr?) 
bei den Acetaten der Alkohole aus dem Montanwachs gelungen 
ist, fiihrten nicht zum Ziel. Zwar schien einmal der aus dem 
Acetat regenerierte Alkohol erheblich héher zu schmelzen, bei 
der Nachpriifung ergab sich aber ein Gehalt an einem Kali- 
salz, nach dessen Abtrennung der friihere Schmelzpunkt wieder 
vorlag. Anscheinend hatte ein alkoholhaltiger Ather zu der 
Tauschung Anlaf gegeben. 


Mit dem Acetat des noch niher zu beschreibenden n-'l'e- 
trakosanols-1, das gleichfalls bei 57° schmolz, ergab das Ligno- 
cerinacetat vom Schmelzpunkt 57° keine Depression. Es hatte 
die erwartete Zusammensetzung. 


0,1562 g Substanz gaben 0,4498 g CO,, 0,1851 g H,O. 


C,.H,,0, Ber. 78,71, C 13,26 °/, H 
Gef. 78,55 13,16 


Das Acetat des Lignocerinalkohols wurde auch zur Be- 
stimmung des Molekulargewichts verwandt, indem mit n/2, 
teilweise aber auch mit n/10-KOH verseift wurde. Die Ver- 
wendung von so schwacher alkoholischer Lauge ist schon von 
Pschorr (1. ¢.) als brauchbar erprobt worden und auch von 
uns noch kontrolliert bei den Estern der synthetisch erhaltenen 
Alkohole, des Dokosanols und Tetrakosanols. Sie hat den 
groBen Vorteil, da man bei groBer Schirfe der Bestimmung 
wesentlich kleinere Mengen des Acetats nehmen kann, als 
sonst erforderlich ist. 





1) Chem. Ber. Bd. 53, 8. 2147 (1920). 




















306 Percy Brigl und Edgar Fuchs, 


2,1720 g Acetat (Schmelzp. 52°) verbrauchten 11,15 cem n/2-Lauge. 
0,2846 g a dk - 57°) a 7,0 cem n/10-Lauge. 
V.-Z. Ber. 142 Gef. 144 u. 138. 


War hierdurch der Lignocerinalkohol als Alkohol ein- 
wandsfrei identifiziert, so muBte jetzt noch bewiesen werden, 
daB es sich um einen primiren Alkohol handelt, durch die 
Umwandlung in die Saiure von gleicher Kohlenstoffzahl. Dies 
gelingt nach den iiblichen Methoden, entweder durch Oxydation 
mit Chromsiure in Eisessig, oder besser durch Erhitzen mit 
Natronkalk-Kali. 

Lignocerinalkohol vom Schmelzpunkt 76° wird mit der 
gleichen Menge Kali und der doppelten Menge Natronkalk 
fein verrieben und eine halbe Stunde in einem Bad von 
280—290° gehalten, bis die Wasserstoffentwicklung nach- 
gelassen hat. Die gepulverte Masse wird mit Ather erschépfend 
extrahiert, um unveriinderten Alkohol oder gebildetes Paraffin 
zu entfernen, und dann mit verdiinnter Salzsaure zersetzt, Die 
Saure, aus der 10 fachen Menge Benzoi einmal umkrystallisiert, 
schmilzt bei 74°") und erweist sich als niedrig schmelzende 
Lignocerinsiiure durch Mischschmelzpunkt, Analyse und Mole- 
kulargewichtsbestimmung durch Titration. 


0,1084 g Substanz gaben 0,3106 g CO,, 0,1264 g H,0. 


Gef. 78,17, C 13,05) H 
0,8076 g Substanz gaben 22,1 ccm n/10-Lauge. 
0,5786 g - » 16,30 ccm. 
Mol.-Gew. Ber. 368 Gef. 866 357. 


Den Lignocerinalkohol nach diesen Befunden mit einem 
anderen Alkohol zu identifizieren, wollte nicht gelingen, weder 
mit dem (synthetischen) n-Tetrakosanol noch mit einem der 
beiden in der Natur aufgefundenen Alkohole mit 24 Kohlen- 
stoffen, dem aus dem Montanwachs und der Carnaubylalkohol 
des Wollfettes. Sie alle zeigen Unterschiede, die am deut- 





1) Der niedrige Schmelzpunkt ist nicht etwa dadurch zu erkliren, 
daB die Behandlung mit Natronkalk ungeeignet ist, denn ein analoger 
Versuch mit Dokosylalkohol ergab Behensiiure, die ebenso verarbeitet, 
den richtigen Schmelzpunkt hatte. 
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lichsten werden, wenn man die bekannten Derivate, das Acetat 
und die entsprechende Siure mit heranzieht, wie sich aus der 
untenstehenden T'abelle der Schmelzpunkte ergibt. 

















Alkohol | Acetat Siure 

Lignocerinalkohol . . . . .. . 76* 57° 74 ° 
‘ ye NE 73 52 72 
Carnaubylalkohol . . .... . 69 _ 72,5 
Tetrakosanol aus Montanwachs . . 83 59 -- 
n-Tetrakosanol (synthetisch) 77,5 57 85 


4. Darstellung des n-Tetrakosanols-1, 
CH,-(CH,),,-CH,OH. 

Der Ausgangspunkt fiir die Synthese des Tetrakosanols 
war Erucasiiure, die zum gréBten Teil aus Riibél in Anlehnung 
an die Angaben von Reimer und Will?) selbst dargestellt 
wurde. Die Reduktion der Erucasiure zur Behensiiure geschah 
mit Wasserstoff bei Gegenwart von Nickeloxyden, nach dem 
Verfahren von Erdmann und Bedford.?) Am _ intensivsten 
wirkte ein Nickelkatalysator, der aus Nickelformiat gewonnen 
war. Umkrystallisieren der Reduktionsmasse aus Benzol, wobei 
Tierkohle den feinverteilten Katalysator zuriickhalt, gibt leicht 
eine Behensdiure vom richtigen Schmelzpunkt 81°. 

Aus dieser Behensiure wurde erst der Phenylester dar- 
gestellt, itiber das Chlorid, analog wie oben der Lignocerin- 
siurephenylester. Er wird erst aus Alkohol, dann aus Kssig- 
ester umkrystallisiert und besteht dann aus feinen, zu Drusen 
zusammengesetzten Nadeln vom Schmelzpunkt 66°. 

0,1201 g Substanz gaben 0,3549 g CO,, 0,1224 g H,0. 

0,0939 g - »  0,2774 g CO,, 0,0969 g H,O. 

C.,H 0, Ber. 80,70°/, C 11,62 °/, H 

Gef. 80,60 u. £0,55°%, C 11,41 u. 11,55 °/, H. 

Bei der Reduktion dieses Phenylesters mit Natrium zum 
Dokosanol waren die Ausbeuten etwas, ungefihr 10°/,, besser 
als bei der Reduktion des Athylesters. Aus dem Dokosanol 


1) Chem. Ber. Bd. 19, S. 3320 (1886). 
*) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 87, 8S. 425 (1913). 
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wurde dann, in enger Anlehnung an die friiher gegebene Vor- 
schrift'), die n-Tetrakosanséure gewonnen. Sie schmolz bei 85°. 

Zur besseren Charakterisierung der Tetrakosansaiure wurde 
neben ihrem Methylester noch der Phenylester dargestellt. 
Sie hatten analoge Kigenschaften wie die entsprechenden Deri- 
vate der Behensiure, waren nur noch merkbar schwerer léslich. 

Wiahrend der Methylester der Tetrakosansiure bei 60° 
schmilzt, hat der Phenylester den Schmelzpunkt 70,5° Der 
letztere hatte die erwartete Zusammensetzung. 

0,0967 g Substanz gaben 0,2863 g CO,, 0,1021 g H,O. 

Cs,H;.0, Ber. 81,02, C 11,80 9/, H 
Gef. 80,75 11,82 

Wie schon erwihnt, waren die beiden Ester vollig identisch mit 
den entsprechenden Estern der hochschmelzenden Lignocerinsiure. 

Aus dem Phenylester lie8 sich nun leicht durch Reduktion 
mit Natrium das n-Tetrakosanol erhalten. 

Der Phenylester, in der 8fachen Menge absoluten Alkohols heib 
gelést, wird noch warm rasch in einen Kolben gegeben, in dem sich 
die gleiche Gewichtsmenge Natrium als feiner Draht befindet, und unter 
lebhaftem Schiitteln oder Riihren die Reaktion zu Ende gefiihrt, wobei 
man erwiirmt. Durch Zugabe von Alkohol wird fiir eine gleichmiBige 
Lésung gesorgt, die man dann, insgesamt nach zwei Stunden, unter 
Schiitteln abkiihlen lift. So verhindert man eine gelatinédse Aus- 
scheidung der Natronseife. Man extrahiert aus dem getrockneten Nieder- 


schlag das gebildete Tetrakosanol durch Ather. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren hat man reinen Tetrakosylalkohol vom Schmelzp. 77,5°. 


0,1242 g Substanz gaben 0,3689 g CO,, 0,1587 g H,0O. 
0,18738g = y »  0,4081 g CO,, 0,1756 g H,O. 
C,,H,,0 Ber. 81,279, C 14,23), H. 
Gef. 81,01 u. 81,079 C = 14,80 u. 14,81°/, H. 
Das Acetat des n-Tetrakosanols, mit Essigsiureanhydrid 
und Pyridin dargestellt, schmilzt nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol von 96°/, bei 57°. Es besteht aus Nadeln, die zu 
kugeligen Gebilden zusammentreten. Es fhnelt sehr dem 
Acetat des Lignocerinalkohols. 
0,1281 g Substanz gaben 0,3687 g CO,, 0,1526 g H,0O. 
C,,H,.0, Ber. 78,71 °/, C 18,26 °/, H. 
Gef. 78,50 13,33 


') Brigl, Diese Zs. Bd. 95, 5. 1T9—183 (1915). 
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Zur Darstellung des Benzoats des n-Tetrakosanols laBt 
man zweckmiBig einen dreifachen UberschuB an Benzoylchlorid 
mit der iquivalenten Menge Chinolin in Chloroformlésung auf 
den freien Alkohol einwirken. Nach 48 Stunden ist die Ben- 
zoylierung beendet. Durch Waschen mit verdiinnter Schwefel- 
siure, Sodalésung und Wasser entfernt man aus dem Chloroform 
das Chinolin und Benzoylchlorid und krystallisiert den Ver- 
dampfungsriickstand aus Aceton. Man erhilt so Nadeln vom 
Schmelzpunkt 61,5, die nach der Analyse reines Benzoat sind. 

0,1008 g Substanz gaben 0,2993 g CO, und 0,1079 g H,0O. 

C,,H;,0, Ber. 81,15°/, C 11,879/, H 
Gef. 80,98 11,98 

Das Benzoat des Tetrakosanols wich von dem des Ligno- 
cerinalkohols insofern ab, als der Schmelzpunkt hoéher war und 
der K6érper besser krystallisiert. 


5. Die Synthese einiger Wachsarten. 


Wie schon im theoretischen Teil erwahnt, sollte der Besitz 
an Tetrakosanol schlieBlich noch dazu verwendet werden, das 
dem Lignocerin entsprechende Wachs zu synthetisieren, den 
‘Tetrakosansaiureester des 'etrakosanols. Wegen der Kostbar- 
keit des Materials wurde der Weg jedoch erst an bequemer 
zuginglichen Substanzen erprobt. 

Als erstes Beispiel wurde der schon von Krafft (a. a. 0.) 
synthetisierte Kérper aufgebaut, der Hauptbestandteil des Walrats, 
das Cetylpalmitat. 


Es wird dazu 2,3 g Cetylalkohol (1 Centimol) in 10 eem Chloroform 
gelést, 1,7 g Chinolin und dann 3,8 g Palmitinsiurechlorid in 5 cem 
Chloroform dazugegeben. Die Menge an Chinolin und Palmitinsiure- 
chlorid ist héher als berechnet (1,4 Centimol), um zu verhindern, daf 
unverinderter Alkohol neben dem Wachs nach Ablauf der Reaktion noch 
vorhanden sein kann. Die beiden indifferenten Kérper sind schlechter 
zu trennen als wenn neben dem Wachs nur Palmitylchlorid vorhanden 
ist. Die Mischung, deren anfaingliche Erwirmung durch Wasserkihlung 
etwas gebremst wird, bleibt 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, 
Nach Verdunsten des Chloroforms entfernt man das Chinolin durch ver- 
diinnte Siiuren und fiihrt durch Umschmelzen mit Wasser bis zur Chlor- 
freiheit das noch vorhandene Palmitylchlorid in Palmitinsiure iiber. 
Jetzt lést man in Alkohol und fallt mit alkoholischer Lésung von Cal- 
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ciumacetat die Palmitinsiiure. Mit Chloroform entzieht man das Wachs, 
das man aus Alkohol von 99°/, umkrystallisiert. Es hat den Schmelz- 
punkt 53°, den auch Krafft angibt, Auch die Verbrennung ergab die 
richtigen Werte. Als Hauptkontrolle der Zusammensetzung jedoch wurde 
die Verseifungszahl bestimmt. Jede Beimengung, sei es von Palmitin- 
siiure, sei es von nicht verestertem Alkohol, miiBte sich ja durch Ande- 
rung der Verseifungszahl zeigen, wihrend die Verbrennung iiber eine 
Beimengung von Alkohol nichts aussagen wiirde. Auch hier konnte die 
Verseifungszahl gut mit n/10-Lauge bestimmt werden. 


0,5097 g Substanz gaben 10,55 cem n/10-KOH (nach einstiindigem 
Erhitzen). 

C,.H.,.0, V.-Z. Ber. 116,9 Gef. 116,0 

Analog wie das Cetylpalmitat konnten nun auch noch die 
Wachse mit héhermolekularen Komponenten aufgebaut werden. 
Zur Gewinnung des Behensiureesters des Dokosanols C,,H,,0- 
CO-C,,H,, wurden 1,6 g Dokosanol mit 1 g Chinolin und 2,7 g 
Behensiurechlorid in Chloroformlésung stehen gelassen und 
nach vier Tagen verarbeitet. Infolge der geringeren Léslich- 
keit des gebildeten Wachses fallt dieses aus der zunichst klaren 
Lésung krystallinisch aus. Es wurde aber trotzdem die Ver- 
arbeitung genau wie oben geleitet. 

Das Wachs der ©,,-Reihe schmilzt bei 75°. Es besteht 
aus weiben, perlmutterglinzenden Schiippchen, die sich auBerlich 
und in den Léslichkeitsverhiltnissen wenig vom Lignocerin 
unterscheiden. Auch hier wurde neben der Elementaranalyse 
die Verseifungszahl bestimmt und zwar auch wieder mit n/10- 
Kalilauge durch zweistiindiges Erwarmen. 

0,2102 g Substanz gaben 0,6235 g CO, und 0,2565 g H,0. 


03751 g 4, » 5,6 cem n/10-KOH. 
C,,H,.0, Ber. 81,40°/, C 13,619), H 
Gef. 80,90 13,66 
V.-7. Ber. 86,5 Gef. 83,9 


Nach der gleichen Arbeitsmethode und in gleichen Mengen- 
verhaltnissen wurden nun schlieBlich noch n-Tetrakosanol mit 
n-Tetrakosansiure gekuppelt. In der Verarbeitung, die nach 
achttagigem Stehen erfolgte, wurde nur insofern abgewichen, 
da8 nur der aus der zuniachst klaren Chloroformlésung aus- 
krystallisierte Kérper verarbeitet wurde. Nach dem Absaugen 
und griindlichen Nachwaschen mit Chloroform war er getrocknet 
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chlorfrei. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus der zehn- 
fachen Menge Chloroform hatte er den Schmelzpunkt 80,5° 
und war analysenrein. Der Schmelzpunkt liegt dem des Ligno- 
cerins (79°) recht nahe, die Mischung schmilzt bei 79,5°, ob- 
gleich die Kérper nach ihren Komponenten nicht voll identisch 
sein kénnen: 

0,1027 g Substanz gaben 0,3074 g CO, und 0,1246 g H.O. 


C,sH,,0, Ber. 81,73°/, C 13,71°/) H 
Gef. 81,63 13,58 
Zusammenfassung. 


1. Die bisher beschriebene Lignocerinsiure des Buchen- 
holzteers ist nicht einheitlich. Sie enthalt zwei um 11° ver- 
schieden schmelzende Tetrakosansi&uren. 

2. Die hochschmelzende Lignocerinsiure ist identisch mit 
der aus der Behensiiure synthetisch erhaltenen n-Tetrakosan- 
siure-1, wie durch Vergleich der Sauren selber und ihrer Methyl- 
und Phenylester sichervestellt ist. 

3. Neben der freien Lignocerinsiure ist im Buchenholz- 
teer noch ein Wachs beobachtet, das Lignocerin C,,H,,0,, der 
Lignocerinsiureester des Lignocerinalkohols. 

4, Auch das Wachs ist ein Gemenge. Seine saure Kom- 
ponente enthalt neben niedrig schmelzender Lignocerinsdure 
auch die hochschmelzende. Auch der Lignocerinalkohol, ein 
primarer Alkohol ©,,H,,O, wird mit verschiedenen Schmelz- 
punkten beobachtet. Die analytische Zusammensetzung ist je- 
doch stets die eines Tetrakosanols. Kali fiihrt ihn in niedrig 
schmelzende Lignocerinsiure iiber. | 

5. Das neu dargestellte n-Tetrakosanol-1, von dem Acetat 
und Benzoat beschrieben wurden, ist bisher nicht mit einer 
Fraktion des Lignocerinalkohols zu identifizieren. 

6. Es wird eine Deutung der hier vorliegenden Art von 
Isomerie versucht, aufgebaut auf der Annahme einer Gruppie- 
rung der Kohlenstoffe in Spiralform. 

7. Es wird eine einfache Synthese von Wachsen beschrieben, 
mit deren Hilfe das Wachs der C,,-, ©,,- und C,,-Reihe er- 
halten ist. 
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Zu ySchumm, Porphyrin des Harns bei Bleivergiftung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Bd. CXIX. 


Vereinigung wissenschaftlicher Verleger Walter de Gruyter & Co. Berlin. 








